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MKP1 es un miembro de la familia de fosfatasas de especificidad dual que pueden 
desfosforilar e inactivar a las tres principales proteínas quinasas activadas por mitógenos 
(MAPKs), ERK1/2, JNK1/2 y p38. Muchos agentes quimioterápicos como el cis-Platino 
(CDDP) inducen apoptosis en las células tumorales mediante la activación de las vías JNK1/2 y 
p38. La capacidad que tiene MKP1 para disminuir la actividad de estas quinasas resulta en 
protección contra la apoptosis y resistencia a la droga, que es uno de los principales obstáculos 
en el tratamiento del cáncer. El carboplatino (CBDCA) es un derivado del CDDP que se utiliza 
en el tratamiento de diversos tumores sólidos, entre ellos el carcinoma no microcítico de pulmón 
(CNMP), y que presenta ciertas ventajas clínicas respecto al CDDP ya que es menos 
nefrotóxico, ototóxico y neurotóxico que éste. Sin embargo, se ha observado desarrollo de 
resistencia a CBDCA en el tratamiento del CNMP, por lo que uno de los objetivos de este 
trabajo es estudiar el mecanismo molecular que produce resistencia a CBDCA en este tipo de 
tumores con el fin de encontrar una mejora de la eficacia terapeútica. Nuestros resultados 
indican que la regulación de las rutas de supervivencia ERK1/2 y NFB por MKP1 en respuesta 
a CBDCA puede tener un papel fundamental en la resistencia al tratamiento de algunas líneas 
celulares derivadas de CNMP, por lo que la regulación de la fosfatasa MKP1 es específica para 
la respuesta al tratamiento de determinados tipos de tumores de pulmón. Diversos estudios han 
relacionado a MKP1 con la carcinogénesis y promoción tumoral del CNMP, tumor en el que se 
ha observado un alto porcentaje de mutaciones en el oncogén K-Ras. El cáncer de piel es otro 
tipo de neoplasia en la que comúnmente se producen mutaciones de otro miembro de la familia 
Ras, el oncogén H-Ras. Sin embargo, no existen evidencias en la literatura que relacionen a 
MKP1 con el cáncer cutáneo. Por ello, nos propusimos estudiar por un lado el papel de MKP1 
en la tumorogénesis de pulmón inducida por K-Ras, y por otro, la implicación de esta fosfatasa 
en la carcinogénesis y desarrollo de tumores de piel. Nuestros resultados muestran que la 
expresión de MKP1 favorece la tumorogénesis de pulmón inducida por K-Ras en ratones así 
como la conversión maligna, por lo que esta fosfatasa desempeña un importante papel promotor 
tumoral en cáncer de pulmón. Sin embargo, la ausencia de expresión de MKP1 produce una 
mayor susceptibilidad a la tumorogénesis de piel de ratón en respuesta a carcinogénesis 
química, que es debida a una alteración de la respuesta proliferativa asociada con un aumento en 
la señalización las vías ERK1/2 y p53. También hemos observado una disminución en los 
niveles de expresión de MKP1 en carcinoma basocelular (BCC) y escamoso (SCC) humano, lo 
que indica que esta fosfatasa actúa como supresor tumoral en cáncer de piel. El trabajo 
presentado sugiere por tanto, que MKP1 podría jugar un papel clave en la resistencia a CBDCA 
en CNMP y en la tumorogénesis y desarrollo del cáncer de pulmón y piel, por lo que esta 




















MKP1 is a member of the dual-specific family of protein phosphatases that 
dephosphorylates and inactivates all three major Mitogen-Activated Protein Kinases (MAPKs), 
including ERK1/2, JNK1/2 and p38. Many chemotherapeutic drugs as cis-Platin (CDDP) induce 
apoptosis in cancer cells as a consequence of activation of the JNK1/2 and p38 pathways. The 
ability of MKP1 to decrease the activity of these kinases results in both, protection from 
apoptosis and drug resistance that is one of the major obstacles in cancer treatment. Carboplatin 
(CBDCA) is the CDDP derivative most commonly used to treat non-small cell lung cancer 
(NSCLC) as it shows more advantages with respect to CDDP treatment such as reduced 
nephrotoxicity, otoxicity and neurotoxicity. However, it has been shown that NSCLC frequently 
exhibits resistance to CBDCA, therefore, one of our objectives is to define the CBDCA-
antitumoral mechanism in these tumor types to improve CBDCA clinical outcome. Our results 
suggest that CBDCA plays a major role in resistance of some NSCLC cell lines by regulation of 
ERK1/2 and NFB pathways, so MKP1 regulation is critical for the response of certain types of 
lung cancer to CBDCA. MKP1 has been implicated in NSCLC carcinogenesis and tumoral 
promotion. In addition, K-Ras mutations are frequently found in these types of tumors. 
Mutations in another member of Ras oncogen family, H-Ras, were identified in skin cancer, 
however, there is no evidence in the literature of a relationship between MKP1 and skin cancer. 
On these bases, we decided to study first the role of MKP1 in K-Ras-induced lung 
tumorogenesis, and second the role of MKP1 in carcinogenesis and tumor development in 
carcinogen-induced skin cancer. Our results show that MKP1 expression enhances the response 
of the lung epithelium to K-Ras-induced tumorogenesis and malignant progression, so this 
phosphatase plays a major role as promoter in lung cancer. However, the absence of MKP1 
expression displays increased skin tumor progression susceptibility in response to the multistage 
chemical mouse skin carcinogenesis as result of an altered proliferative response linked to an 
enhanced signaling of ERK1/2 and p53 pathways. We have also observed a marked reduction in 
MKP1 expression levels in human basal (BCC) and squamous cell carcinoma (SCC) in relation 
to normal skin, indicating that this phosphatase has a suppressor role in skin cancer. Altogether, 
these results provide a strong evidence for MKP1 having a role in NSCLC-resistance to 
CBDCA treatment and in the tumorogenesis and development of lung and skin cancer, 
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• ABSF: Aminoetilbencenosulfonilo 
• ADN: Ácido desoxirribonucleico 
• ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario 
• AJCC: Comité Conjunto Americano de Cáncer 
• AKT: Homólogo al oncogén viral de timoma murino 
• AP-1: Proteína activadora 1 
• ARN: Ácido ribonucleico 
• ARNm: Ácido ribonucleico mensajero 
• ASK1: Quinasa reguladora de la señal de apoptosis 1 
• ATCC: American Type Culture Collection 
• ATF2: Factor de transcripción activador 2 
• ATG: Codón de inicio de la traducción (adenosina-timidina-guanosina) 
• ATP: Adenosina trifosfato 
• BCC: Carcinoma basal o basocelular (basal cell carcinoma) 
• Bcl-2: Linfoma de célula B tipo 2 
• BSA: Albúmina sérica bovina 
• BMC: Bleomicina 
• BrdUrd: 5-Bromo-2´-deoxiuridina 
• CC10: Marcador específico de células bronquiales de tipo Clara 
• CDC42: Proteína de ciclo de división celular 42 
• CDDP: cis-Platino 
• CBDCA: Carboplatino 
• CDK: Quinasa dependiente de ciclina 
• CHOP-1: Proteína homóloga a C/EBP 
• CK10: Citoqueratina 10 
• CMP: Cáncer microcítico de pulmón 
• CMV: Citomegalovirus 
• CNMP: Cáncer no microcítico de pulmón 
• COX-2: Ciclooxigenasa 2 
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• CRE-ERT2: Recombinasa Cre fusionada a un dominio de unión al ligando de 
estrógeno (ERT2) mutante 
• DAB: Diaminobenzidina 
• DAPI: 4,6-Diamino-2-fenil-indol 
• DMBA: 7,12-Dimetilbenzantraceno 
• DMEM: Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco 
• DMSO: Dimetilsulfóxido 
• DOC: Deoxicolato sódico 
• DOXO: Doxorrubicina 
• DTT: Ditiotreitol 
• DUSP: Fosfatasa de especificidad dual 
• ECL: Enhanced Chemoluminiscence 
• EDTA: Ácido etilendiaminotetracético 
• EGF: Factor de crecimiento epidérmico 
• EGFR: Receptor del factor de crecimiento epidérmico 
• EGTA: Ácido etilenglicoltetraacético 
• ELK1: Gen 1 homólogo a Ets 
• EMSA: Ensayo de retraso en la movilidad electroforética en gel 
• ERBB-1: Homólogo al oncogén viral de leucemia eritoblástica 
• ERK: Quinasa regulada por señales extracelulares 
• ETOP: Etopósido 
• EUROCARE: EUROpean CAncer REgistry-based study on survival and CARE of 
cancer patients 
• FBS: Suero fetal bovino 
• 5-FU: 5-Fluorouracilo 
• GPCR: Receptor acoplado a la proteína G 
• H&E: Hematoxilina y eosina 
• H-Ras: Gen Harvey-Ras 
• HEK: Fibroblastos embrionarios de riñón humano 
• Hepes: Ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanosulfónico 




• IASLC: Asociación Internacional para el Estudio del Cáncer de Pulmón 
• IC50: Concentración a la que se produce la mitad de la máxima inhibición 
• IF: Inmunofluorescencia 
• IHQ: Inmunohistoquímica 
• IB: Proteína inhibitoria de B 
• IKK: Quinasa de IB 
• INE: Instituto Nacional de Estadística 
• IP: Ioduro de propidio 
• IRES--geo: Intraribosomal entry site- -galactosidase-neomicine resistance 
• JNK: Quinasa del dominio N-terminal de c-Jun 
• K10: Citoqueratina 10 
• kb: Kilobase 
• KI: Knock-in 
• KO: Knock-out 
• K-Ras: Homólogo al oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2 
• LacZ: Gen que codifica la -Galactosidasa 
• LOH: Pérdida de heterocigosidad 
• LoxP: Sitio de 34 pb en el bacteriófago P1 (locus of X-over P1) 
• MAPK: Proteína quinasa activada por mitógenos 
• MAPKAPK: MAPK activada por quinasa 
• MAPKK: MAPK quinasa 
• MAPKKK: MAPKK quinasa 
• MAPKKKK: MAPKKK quinasa  
• Mb: Mega base 
• MEFs: Fibroblastos embrionarios murinos 
• MEF-2: Factor potenciador específico de miocito 2 
• MEK: MAP quinasa de ERK 
• MKK: MAP quinasa de JNK o p38 
• MKP: Fosfatasa de MAPK 
• MKP1: Fosfatasa de MAPK Tipo I 
• MNK1/2: Quinasas 1 y 2 relacionadas con la señal de MAPK 
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• MSK: Quinasa activada por MAPK/SAPK 
• Myc: Gen de la mielocitomatosis celular 
• NSCLC: Cáncer no microcítico de pulmón 
• NF-kB: Factor Nuclear-B 
• 4-OHT: 4-Hidroxitamoxifeno 
• OMS: Organización Mundial de la Salud 
• OXALI-Pt: Oxaliplatino 
• p16: Inhibidor 2A de quinasas dependientes de ciclina 
• PAGE-SDS: Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes y 
reductoras de SDS 
• PARP: Polimerasa Poly (ADP-ribosa) 
• PBS: Tampón fosfato salino 
• pb: Pares de bases 
• PCR: Reacción en cadena de la ADN polimerasa 
• PI3K: Fosfoinosítidol 3 quinasa 
• PKC: Proteína quinasa C 
• PLA2: Fosfolipasa A2 
• PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
• poli-A: Secuencia larga de poliadenilato situada unos 20-30 nucleótidos antes del 
extremo 3' original del ARNm 
• Q-RT-PCR: Reacción en cadena de la ADN polimerasa cuantitativa a tiempo real 
• RB: Retinoblastoma 
• RERT+/ert: Cepa murina que expresa la recombinasa inducible Cre-ERT2 bajo el 
control del locus que codifica la subunidad grande de la ARN polimerasa II 
• rpm: Revoluciones por minuto 
• RPMI: Instituto Memorial Roswell Park 
• RSK: Quinasa ribosomal S6 
• RT-PCR: Transcripción Reversa – Reacción en cadena de la ADN polimerasa 
• RTK: Receptor tirosina quinasa 
• SCC: Carcinoma de célula escamosa (squamous cell carcinoma) 




• SPC: Marcador específico de neumocitos tipo II 
• S.D: Desviación estándar 
• SDS: Dodecil sulfato de sodio 
• SPRPs: Proteínas pequeñas ricas en prolina (small proline-rich proteins, SPRPs) 
• Stat3: Transductor de la señal y activador de la transcripción 3 
• TBS: Solución Tris-salina 
• TGF-: Factor de crecimiento transformante  
• TGF-: Factor de crecimiento transformante 
• TNF-α: Factor de Necrosis Tumoral α  
• TNM: Tumor-Nódulo-Metástasis 
• TPA: 12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato 
• TRAF: Factor asociado al receptor TNF 
• T-TBS: Solución Tris-salino con Tween-20 
• UICC: Unión Internacional Contra el Cáncer 
• UTR: Región no traducida 
• UV-C: Ultravioleta C 
• VINC: Vincristina 
• WB: Western blot 
• WT: Wild type 


























1. El cáncer. 
El cáncer es una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial. Según el Informe 
Mundial de Cáncer publicado a finales de 2008 por la Organización Mundial de la Salud 
(OMS), esta enfermedad ha supuesto 7,6 millones de muertes en 2008, esto es, alrededor del 
13% de todas las defunciones mundiales (2) y se pronosticó que estas cifras continuarían 
aumentando, estimando que en el año 2010 el cáncer sería la primera causa de muerte en el 
mundo, por delante de las enfermedades cardiovasculares. Los principales tipos de tumores que 
lideran la mortalidad general anual por cáncer son: pulmón, estómago, colon, hígado y mama. 
Concretamente en España, datos del Instituto Nacional de Estadística (INE) destacan que en el 
año 2008, el 26,9% de las muertes fueron causadas por la enfermedad del cáncer, suponiendo la 
principal causa de muerte por debajo de los 80 años de edad. 
Desde el punto de vista genético, el cáncer es una enfermedad que implica una serie de 
cambios dinámicos en el genoma. Así, se han descubierto mutaciones que activan oncogenes, 
los cuales presentan una ganancia aberrante de su función; y mutaciones que inactivan genes 
supresores tumorales, que presentan una pérdida recesiva de su función. El desarrollo de un 
tumor sigue un proceso en el que la acumulación de alteraciones genéticas, cada una de las 
cuales confiere uno o varios tipos de ventaja en el crecimiento, dan lugar a una conversión 
progresiva de una célula normal a una cancerosa, pasando por situaciones intermedias de célula 
pre-cancerosa. Revisando las principales causas moleculares que desembocan en el desarrollo 
del cáncer, en el año 2000 Hanahan y Weinberg describieron que la gran mayoría de los tipos 
humanos de cáncer comparten un pequeño número de aspectos moleculares, bioquímicos y 
celulares (115), basándose en que las células cancerígenas presentan defectos en los circuitos de 
regulación que gobiernan la proliferación celular y la homeóstasis. Por tanto, estos autores 
sugirieron que el fenotipo de célula cancerígena se manifiesta por seis alteraciones esenciales en 
la fisiología celular que conjuntamente dan lugar a un crecimiento maligno y que son: capacidad 
de proliferar de una manera independiente de señales mitogénicas, insensibilidad a la 
señalización antiproliferativa, evasión de la muerte celular programada (apoptosis), potencial 
replicativo ilimitado, capacidad de generar nuevos vasos sanguíneos (angiogénesis) y por 
último, invasión de tejidos circundantes y capacidad de diseminación y metástasis. Los notables 
avances en la investigación del cáncer de la última década, han llevado a estos autores a 
proponer dos nuevas alteraciones esenciales para el desarrollo de un tumor: la capacidad de 
modificar o reprogramar el metabolismo celular con el fin de sustentar de una manera más 
eficaz la proliferación neoplásica; y la capacidad de las células tumorales de evadir la 
destrucción inmunológica, principalmente, por los linfocitos T y B, macrófagos y las células 
asesinas naturales (natural killer cells) (116). 
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2. Cáncer de pulmón. 
El cáncer de pulmón es la principal causa de muerte por cáncer en el mundo produciendo 
1,4 millones de fallecimientos al año, siendo en hombres la primera causa de muerte por cáncer 
(22,3% del total de fallecimientos por tumores malignos) y la segunda en mujeres, tras el cáncer 
de mama (11,3% del total de muertes por cáncer) (2). Según el EUROCARE 4, en España 
fallecen unas 18.000 personas al año a causa del cáncer de pulmón, unos 16.000 hombres (el 
27% de todas las muertes por tumores malignos), y unas 2.000 mujeres (el 6% de las muertes 
por cáncer) (1). Así, la mortalidad por este tipo de tumores en España, comparada con el resto 
del mundo, se puede considerar alta para el sexo masculino, siendo la primera causa de muerte 
por cáncer en el hombre, seguido del cáncer colorrectal y el de próstata. En cambio, en el sexo 
femenino la mortalidad es de las más bajas del mundo, representando sólo el sexto puesto como 
causa de mortalidad por cáncer. 
El cáncer de pulmón es un tumor maligno que se origina a partir de un crecimiento 
desordenado, anárquico y agresivo de estructuras broncopulmonares. Inicialmente, el tumor es 
asintomático y se produce un crecimiento progresivo del mismo invadiendo otras estructuras del 
pulmón o de la vecindad como la pleura, los músculos, los ganglios, el corazón, etc. Es, por lo 
tanto, un tumor localmente muy agresivo, que puede producir a menudo metástasis a distancia. 
Es frecuente, en el cáncer de pulmón, que estas metástasis a distancia se produzcan en huesos, 
cerebro, hígado y piel, aunque es posible que aparezcan en cualquier otro órgano. 
2.1. Clasificación anatomopatológica del cáncer de pulmón. 
La clasificación anatomopatológica del cáncer de pulmón se basa en técnicas histológicas y 
patológicas. La última clasificación histológica del cáncer de pulmón propiciada por la OMS y 
por la Asociación Internacional para el Estudio del Cáncer de Pulmón (IASLC) en 1999, divide 
el cáncer de pulmón principalmente en dos grandes grupos: 
1) Carcinomas de células pequeñas o microcíticos (CMP): formados por células 
pequeñas con escaso citoplasma, límites celulares mal definidos, cromatina finamente granular 
y nucléolos inconspicuos o invisibles. Las células son redondeadas, ovales o fusiformes con 
moldeamiento nuclear y muestran gránulos de neurosecreción en su citoplasma. Además, 
presentan abundante necrosis y una alta tasa mitótica. Los tumores de células pequeñas 
representan alrededor del 20% de todos los tumores de pulmón diagnosticados (116). Suelen 
tener una localización peribronquial y un alto porcentaje de metástasis en el momento del 
diagnóstico. Estos tumores presentan una evolución clínica muy agresiva, síndromes 
paraneoplásicos y suelen ser sensibles a quimioterapia y radiación (47, 53, 281).  
2) Carcinomas de células no pequeñas o no microcíticos (CNMP): compuestos por 
células de un tamaño mayor, con abundancia de citoplasma, presencia de nucléolos y no 
muestran gránulos de neurosecreción. El cáncer no microcítico de pulmón representa el 80% de 




grandes grupos: el carcinoma escamoso o epidermoide, el adenocarcinoma y el carcinoma de 
células grandes. El carcinoma epidermoide representa aproximadamente el 30% de todos los 
tumores de pulmón diagnosticados. Dos terceras partes suelen tener una localización central, 
mientras la otra tercera parte suele tener una localización periférica. El adenocarcinoma de 
pulmón también representa el 30% de todos los cánceres de pulmón diagnosticados, siendo 
heterogéneo desde el punto de vista histológico y presentando normalmente dos o más subtipos 
histológicos. Finalmente, el carcinoma de células grandes representa el 9% de todos los tumores 
de pulmón. Estos tumores suelen tener una localización periférica, aunque también pueden 
presentar una localización central (281, 315). 
2.2. Tratamiento del cáncer de pulmón. 
Las medidas terapéuticas tradicionales para el tratamiento del cáncer de pulmón incluyen 
cirugía, radioterapia, quimioterapia o una combinación de éstas. En la actualidad, otras técnicas 
como la terapia biológica o inmunoterapia están en fase de experimentación y plantean 
prometedoras perspectivas (183). La elección del tratamiento en el cáncer de pulmón va a 
depender en un primer momento de la clasificación anatomopatológica del tumor y del estadio 
de la enfermedad. La cirugía, sola o combinada con otras terapias, se indica cuando se prevé que 
todo el tejido tumoral pueda ser extirpado y que el paciente pueda soportar la cirugía y no 
quede, tras la misma, con una calidad de vida muy deficiente. La radioterapia se administra 
sobre el tumor original con intentos de control de la enfermedad, sola o asociada a otras 
terapias. Finalmente, la quimioterapia, aplicada de modo principal o junto a la cirugía y 
radiación en la denominada terapia combinada, se utiliza para controlar la enfermedad local (el 
tumor inicial) y las metástasis (80, 213).  
El CNMP en estadios I y II son considerados tradicionalmente como “enfermedad 
localizada” y por lo tanto candidatos a resección quirúrgica. Sin embargo, la mayoría de este 
tipo de tumores están localmente avanzados (estadios IIIa y IIIb) o diseminados (IV), por lo que 
son considerados como “irresecables” en el momento del diagnóstico y por tanto, tratados 
habitualmente mediante radioterapia y/o quimioterapia (134).  
Una de las principales limitaciones en el tratamiento del cáncer de pulmón es la resistencia 
que presentan estos tumores a la quimioterapia. Los tumores pueden ser intrínsecamente 
resistentes a la quimioterapia antes del tratamiento, lo que se conoce como resistencia 
intrínseca, o bien pueden adquirir la resistencia al fármaco durante el tratamiento, lo que se 
denomina resistencia adquirida (178). Ambos tipos de resistencias limitan la eficacia de los 
agentes antitumorales utilizados y se cree que son responsables del fallo del tratamiento en 
aproximadamente el 90% de pacientes con cáncer metastásico (178). La resistencia de las 
células cancerosas a la quimioterapia puede deberse a la alteración de diferentes procesos 
celulares como el transporte del fármaco al citoplasma y/o núcleo, la reparación del ADN o 
fallos en el proceso de muerte celular programada o apoptosis (140, 187, 230). 
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2.3. Agentes antitumorales utilizados en el tratamiento del CNMP: 
carboplatino y cis-Platino. 
Existe multitud de fármacos anticancerosos empleados en la quimioterapia del cáncer de 
pulmón. Entre ellos, destacan los compuestos derivados de platino, cis-Platino y carboplatino, 
que se caracterizan generalmente por su actuación interfiriendo la síntesis de ADN. El cis-
Platino (CDDP) es el principal agente quimioterápico utilizado en el tratamiento del CNMP 
avanzado seguido del carboplatino (CBDCA) (164). La respuesta inicial al tratamiento con 
CDDP es muy alta, pero la mayoría de pacientes con cáncer de pulmón finalmente recaen 
debido a la adquisición de resistencia y a la alta toxicidad generada por el fármaco. Así, de la 
búsqueda de un compuesto menos tóxico que el CDDP surgió el CBDCA. El CBDCA difiere 
químicamente del CDDP en los grupos donantes (ligandos salientes), que en el caso del CDDP 
son dos átomos de cloro mientras que en el CBDCA es un ciclobutanodicarboxilato que forma 
una estructura de anillo. Esta diferencia en su estructura química es determinante en su papel 
como agente quimioterápico ya que por ejemplo, hace que sea más estable en sangre que el 
CDDP. Por el contrario, el resto de la estructura química es idéntica entre ambos fármacos, y 
esta similitud hace que su mecanismo de acción molecular sea muy parecido. Así, una vez 
dentro de la célula el CBDCA o CDDP sufren una reacción de hidrólisis que permite su 
interacción con el ADN dando lugar a la formación de unos compuestos de coordinación 
platino-ADN. Las principales uniones platino-ADN que se forman son las uniones entre dos 
guaninas adyacentes o 1,2-d(GG) intracatenarias, y con menor incidencia las uniones entre dos 
guaninas no adyacentes o 1,3d(GNG), uniones entre una adenina y una guanina adyacentes o 
1,2d(AG), y uniones entre dos guaninas de diferentes hebras o intercatenarias (227). Estas 
uniones platino-ADN producen una curvatura de la molécula de ADN que impide el acceso y 
acción de la ADN polimerasa, bloqueando así la replicación y transcripción de distintos genes, 
resultando en la muerte de las células cancerosas (187). Una de las principales ventajas clínicas 
que presenta el CBDCA respecto al CDDP es que a dosis efectiva, el CBDCA es menos 
nefrotóxico, ototóxico y neurotóxico que el CDDP, lo que unido a su gran facilidad de 
administración hace que el CBDCA esté reemplazando lentamente el uso del CDDP en el 
tratamiento de ciertos tumores y en situaciones donde la toxicidad es un factor crucial. 
2.4. Biología molecular del cáncer de pulmón. 
En los últimos años se han hecho grandes avances en el entendimiento de los mecanismos 
moleculares que desencadenan el desarrollo del cáncer de pulmón. La carcinogénesis pulmonar 
se inicia y progresa principalmente debido a la acumulación de alteraciones genéticas que dan 
como resultado la activación aberrante de oncogenes y la inactivación de genes supresores 
tumorales que son claves en rutas de señalización fundamentales para la transformación tumoral 




características que les confieren mayor agresividad, resistencia al tratamiento y/o capacidad de 
invasión y metástasis. 
2.4.1. Activación de oncogenes en el desarrollo de cáncer de pulmón. 
Durante el desarrollo del cáncer de pulmón se produce la activación de oncogenes que 
codifican por proteínas que favorecen la progresión tumoral. Entre los oncogenes mejor 
estudiados se encuentra ERBB-1, también conocido como EGFR, que se expresa en la mayoría 
de los CNMP y se asocia a mal pronóstico (91, 265). Sin embrago, también aparecen 
mutaciones en este gen que hacen que el tumor sea sensible a inhibidores de la actividad quinasa 
del receptor, como gefitinib (268). Entre un 20 y un 30% de todos los CNMP tienen el gen K-
Ras mutado, y en un porcentaje similar, en adenocarcinomas pulmonares (234). Por otro lado, 
se ha descrito que la sobreexpresión de la proteína Myc tiene lugar en un 10% de CNMP (198), 
y que la proteína Bcl-2 se expresa en un 10% de adenocarcinomas pulmonares (232). También 
aparecen otros genes mutados como son la quinasa ALK (54), PI3K/AKT (267) y 
RAF/MEK/ERK (236). 
2.4.2. Inactivación de genes supresores tumorales en el desarrollo de 
cáncer de pulmón. 
El silenciamiento de genes supresores tumorales es una de las alteraciones moleculares que 
predominan en la carcinogénesis de pulmón. Los mecanismos de silenciamiento génico más 
frecuentes para este tipo tumoral son las mutaciones y deleciones cromosómicas, estas últimas 
suelen ocurrir en la mayoría de los casos por pérdida de un alelo y posible mutación del otro, lo 
que se conoce como LOH (Loss of heterocigosity) es decir, pérdida de la heterocigosidad (301). 
En los últimos años, el silenciamiento transcripcional epigenético ha sido propuesto como otro 
método de inactivación, el cual cada vez va adquiriendo mayor importancia (120). Los genes 
supresores tumorales mejor estudiados son retinoblastoma (RB), p16 y sobre todo p53. El gen 
p53 codifica una proteína imprescindible para mantener la integridad genómica. Mutaciones en 
este gen están presentes en un 75% de los casos de CNMP (42, 279). También se ha descrito 
que entre un 30% y un 50% de CNMP no expresan p16 debido a deleciones génicas, mutaciones 
puntuales o hipermetilación del promotor del gen (90), y que el gen RB está inactivado en el 
30% de CNMP, correlacionándose con el estadio (20% en estadio I y II y 60% en estadios III-
IV) (76, 231). 
2.5. Modelos murinos en cáncer de pulmón. 
Los tumores de pulmón espontáneos desarrollados en ratones son similares en morfología, 
histopatología y características moleculares a los adenocarcinomas humanos. Por tanto, los 
modelos murinos de cáncer de pulmón pueden servir como una valiosa herramienta no sólo en 
el entendimiento de la bilogía básica de esta enfermedad, sino también en la identificación de 
marcadores para un diagnóstico temprano. Para cumplir con estos objetivos, los distintos 
modelos murinos de cáncer de pulmón deben parecerse a los diferentes tipos de tumores 
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humanos pulmonares con respecto a las alteraciones genéticas y a las características 
fundamentales de las células tumorales (65, 88, 246). 
Se han descrito una gran variedad de modelos de ratón de cáncer de pulmón. Éstos 
incluyen modelos espontáneos de cáncer de pulmón de ratón como se observa en las cepas 
sensibles, modelos en los que los tumores son inducidos por agentes carcinógenos, y los 
modelos modificados genéticamente en los que los tumores de pulmón surgen como resultado 
de la introducción de diferentes lesiones genéticas. Este último enfoque ha sido recientemente 
mejorado por la generación de cepas de ratones que portan oncogenes condicionales y genes 
supresores de tumores, que permite la inducción de estas mutaciones somáticas de una manera 
locotemporal, de tal modo que imitan muy de cerca el carácter esporádico del cáncer de pulmón 
humano. 
2.5.1. Modelos transgénicos murinos en cáncer de pulmón. 
La introducción de las lesiones genéticas encontradas en el cáncer de pulmón humano en la 
línea germinal o el tejido pulmonar del ratón se ha traducido en el desarrollo de tumores de 
pulmón de ratón que se asemejan en muchos aspectos a los tumores de pulmón en el hombre. 
Sin embargo, los ratones modificados genéticamente clásicos no reproducen los hechos 
subyacentes al desarrollo de cáncer esporádico. La expresión generalizada de oncogenes o la 
ausencia de genes supresores tumorales probablemente crea un microambiente que difiere 
sustancialmente de aquel en el que se desarrolla el cáncer, en el que sólo un pequeño número de 
células mutadas están rodeadas por las células normales (135, 194). El uso de alelos 
condicionales de oncogenes y genes supresores tumorales ha permitido el desarrollo de modelos 
murinos de cáncer de pulmón que reproducen con mayor fidelidad este proceso tumorogénico 
esporádico. En los modelos condicionales de cáncer de pulmón, sólo un subconjunto de células 
adquiere mutaciones en un ratón adulto en el que se ha completado el desarrollo pulmonar. 
 La tecnología Cre/loxP (107, 159) se ha utilizado para desarrollar múltiples alelos 
condicionales de genes supresores de tumores y oncogenes. Hasta ahora se han generado tres 
cepas de ratones portadores de alelos condicionales del oncogén K-RasG12D o K-RasG12V que 
contienen un elemento de parada transcripcional floxeado (108, 130, 195). En esta tesis hemos 
utilizado un modelo murino de cáncer de pulmón basado en la activación sistémica de un alelo 
condicional K-RasG12V (108), en el que la activación del oncogén K-Ras tiene lugar en un 
contexto celular que se acerca lo más posible a las condiciones fisiológicas en que tiene lugar la 
activación de este oncogén in vivo. Este modelo porta por un lado un alelo mutado en el codón 
12 (V12) del oncogén K-Ras4B, precedido por un casete de parada transcripcional o stop 
situado justo después del promotor y flanqueado por secuencias LoxP, y seguido de un casete 
reportero IRES--geo (Intraribosomal entry site- -galactosidase-neomicine resistance) en el 
extremo 3´UTR (untranslated region), que permite monitorizar la expresión inducible del 




por otro lado, porta un casete de la CRE-ERT2 (recombinasa Cre inducible por 4-
Hidroxitamoxifeno (4-OHT) (36)) en el extremo 3´UTR de la ARN polimerasa II (ARN pol II, 
cuya expresión debe ser universal puesto que suponemos que todas la células tienen que 
sintetizar ARN), entre el ATG y el poli A (Figura 1B). De este modo y solo cuando se induce 
con 4-OHT, la proteína CRE-ERT2 puede unirse al transportador nuclear y translocarse al 
núcleo. Una vez allí reconoce las secuencias LoxP situadas flanqueando el casete stop y las 
deleciona, permitiendo la expresión del alelo mutado. Así se consigue un modelo murino de 
expresión condicional del oncogén K-RasV12 y monitorizable por tinción de LacZ con X-Gal, 
dónde por inducción con 4-OHT se puede controlar la activación del alelo K-RasV12 en células 
somáticas. Este modelo se denomina K-Ras+/V12; RERT+/ert.  
Se ha descrito que K-Ras es esencial para el desarrollo (133, 154) ya que su ausencia 
provoca la muerte del animal entre los días 12 y 14 del desarrollo embrionario con un cuadro de 
anemia e incremento de apoptosis en hígado, corazón y cerebro. Por ello el ratón homocigoto K-






Figura 1: A) Esquema de activación mediante la recombinasa Cre del modelo de ratón de expresión inducible del 
oncogén K-Ras y monitorizable por tinción de LacZ con X-Gal. Las flechas rojas indican las secuencias LoxP. B) 
Esquema del alelo modificado que da lugar a la transcripción bicistrónica del ARN de la ARN pol II y la recombinasa 
inducible CRE-ERT2. 
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3. Cáncer de piel. 
El cáncer de piel es una enfermedad por la cual se produce un crecimiento de células 
malignas en este órgano. Los tumores cutáneos son la forma más frecuente de cáncer en la 
población de piel blanca, superando al cáncer de pulmón, mama, colon y próstata. Las tasas 
anuales de todas las formas de cáncer de piel están aumentando cada año y se estima que más de 
1 millón de nuevos casos ocurren anualmente. El cáncer de piel engloba a un conjunto de 
enfermedades neoplásicas que tienen características muy diferentes tanto por su diagnóstico, 
tratamiento y pronóstico como por sus factores de riesgo; lo único que tienen en común es la 
misma localización anatómica: la piel. 
3.1. La piel. 
La piel es una barrera fisiológica que aísla al organismo del medio que lo rodea, 
protegiéndolo y contribuyendo a mantener íntegras sus estructuras, al tiempo que actúa como 
sistema de comunicación con el entorno. Está constituida por un tejido adiposo (hipodermis), un 
tejido conectivo (dermis) y un epitelio (epidermis) (Figura 2). 
3.1.1. Hipodermis. 
La hipodermis, también llamada tejido subcutáneo, es la capa más interna de la piel y une 
de manera poco firme la dermis con los órganos subyacentes (Figura 2). Está compuesta por 
tejido conjuntivo laxo y adiposo, lo cual le da a la piel funciones de regulación térmica y 
protege el cuerpo contra traumatismos superficiales. 
3.1.2. Dermis. 
La dermis es la capa intermedia y sirve de soporte de varias estructuras anatómicas como 
vasos sanguíneos, vasos linfáticos, receptores sensoriales, folículos pilosos, glándulas sebáceas 
y glándulas sudoríparas (Figura 2). La dermis está compuesta principalmente por matriz 
 




extracelular, la cual, a su vez, está constituida por un componente fibroso: colágeno (tipo I, III y 
en la membrana basal el tipo IV) y elastina, y un componente no fibroso: glicosaminoglicanos y 
glicoproteínas filamentosas. Las fibras de colágeno y elastina se disponen de forma paralela en 
esta capa intermedia de la piel, dándole a ésta la consistencia y elasticidad características del 
órgano. 
3.1.3. Epidermis. 
La epidermis es la capa más externa y fina de la piel y está compuesta en su mayor parte 
por queratinocitos. Además, contiene melanocitos (células productoras de melanina, un 
pigmento de la piel cuya principal función es proteger de los rayos ultravioletas solares), células 
de Langerhans (macrófagos intraepidérmicos que presentan los antígenos a los linfocitos T) y 
células de Merkel o mecanorreceptocitos (células que registran el tacto superficial). La 
epidermis se separa de la dermis gracias a la membrana basal y se compone de 4 ó 5 capas, 
dependiendo de la región de la piel. La capa basal o germinal es la capa más profunda que se 
encuentra en la epidermis y es en la única donde hay presencia de melanocitos. Está formada 
por solo una hilera de queratinocitos que están en constante división celular y es la única capa 
en la que los queratinocitos tienen capacidad proliferativa. A continuación se encuentran la capa 
espinosa, constituida por varias capas de queratinocitos que no poseen capacidad de dividirse, 
la capa granular, formada por células que contienen gránulos de queratohialina (sustancia 
precursora de la queratina) y que están dedicadas exclusivamente a la síntesis de queratina; y la 
capa translúcida, que solo está presente en la piel gruesa (piel labial, plantar y palmar) y está 
compuesta por unas pocas hileras de queratinocitos completamente infiltrados de queratina y 
que están muertos. Finalmente, la capa córnea constituye la capa más gruesa y superficial de la 
epidermis. Está constituida por capas de células muertas denominadas corneocitos que 
constituyen el estadio final de la evolución de los queratinocitos. Se encuentra en constante 
descamación, aunque en condiciones normales este fenómeno es imperceptible (Figura 3) (185). 
 
Figura 3: Estructura de la epidermis donde se muestra la expresión de marcadores de diferenciación de 
cada capa de la epidermis. K, queratina. 
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 Estas cinco capas de la epidermis constituyen el llamado proceso de queratinización o 
diferenciación terminal de los queratinocitos que da lugar a la formación de la barrera epidermal 
(capa córnea) de la piel. A lo largo de las diferentes etapas de la diferenciación terminal, 
distintas proteínas son expresadas por las células epidermales. Los queratinocitos proliferantes 
de la capa basal expresan predominantemente las queratinas K5 y K14. Bajo un complejo 
control transcripcional que implica varias vías de señalización celular, la mayoría de los 
queratinocitos pierden su capacidad de proliferar y adherirse a la membrana basal y 
posteriormente entran en el proceso de diferenciación terminal. Al llegar a la capa espinosa 
comienzan a expresar proteínas requeridas para la queratinización como las queratinas K1 y 
K10. Tras atravesar la capa espinosa, las células llegan a la capa granular donde adquieren 
gránulos de queratohialina que contienen predominantemente profilagrina, la proteína 
precursora de la filagrina. En esta etapa también se expresan proteínas estructurales adicionales 
entre las que se encuentran la loricrina, involucrina, tricohialina y proteínas pequeñas ricas en 
prolina (small proline-rich proteins, SPRPs). Posteriormente, las proteínas epidermales se unen 
entre sí por transglutaminasas, estableciendo la envoltura cornea, una envoltura proteica gruesa 
periférica que estabiliza a cada corneocito. Finalmente, se sintetizan lípidos que se distribuyen 
por el espacio extracelular reforzando la barrera epidermal (Figura 3) (157, 303). 
En individuos sanos, existe un balance preciso entre la proliferación de las células basales y 
la descamación de la capa córnea. Este proceso está rigurosamente organizado, en el espacio y 
el tiempo, y alteraciones en él pueden dar lugar a varias enfermedades de piel, como la 
dermatitis por contacto, ictiosis, psoriasis y dermatitis atópica, o cáncer. Por lo tanto, las 
principales vías de señalización implicadas en la homeostasis epidermal deben ser estrictamente 
controladas. 
3.2. Tipos de cáncer de piel. 
Se distinguen dos grandes grupos de cáncer de piel: el cáncer cutáneo no melanoma y el 
grupo melanoma maligno. 
3.2.1. Cáncer de piel no melanoma. 
Es el tipo más frecuente y se denomina así porque se forma a partir de otras células de la 
piel que no son los melanocitos. Abarca fundamentalmente el carcinoma basal o basocelular 
(BCC, basal cell carcinoma), el carcinoma de célula escamosa (SCC, squamous cell carcinoma) 
y otras neoplasias que son de muy baja frecuencia comparadas con las anteriores. 
3.2.1.1. Carcinoma de Célula Basal (BCC). 
El BCC es la forma más común de cáncer de piel, alrededor del 75% de todos los tumores 
cancerosos cutáneos son de este tipo, pero es el menos peligroso ya que casi nunca se extiende a 
otras partes del cuerpo (metástasis). Tiene su origen en las células basales de la capa más 
profunda de la epidermis, su localización es preferentemente centrofacial y es causado por 




3.2.1.2. Carcinoma de Célula Escamosa (SCC). 
El SCC es la segunda forma más común de cáncer cutáneo, representa alrededor del 20% 
de todos los casos de cáncer de piel, y se origina en las células escamosas que componen la capa 
más externa de la epidermis. No es muy peligroso ya que la mayoría de los SCC, 97%, son 
localizados pero el pequeño porcentaje restante puede establecer metástasis en ganglios 
regionales y otros órganos. Predomina en partes expuestas a la luz solar, principalmente en 
cabeza y extremidades, y es causado por daño directo en el ADN. Los SCCs se pueden clasificar 
en distintos tipos (del I al IV) dependiendo de su grado de diferenciación histológica. Los 
carcinomas bien diferenciados (SCC I y II) son histológicamente similares a los papilomas, 
siendo fácilmente diferenciadas la capa basal, la suprabasal y el estroma. Los carcinomas 
pobremente diferenciados (SCC III) son mas invasivos, poseen una organización estructural 
pobre aunque sus queratinocitos siguen estando polarizados y expresando queratinas (3). Los 
carcinomas indiferenciados (SCC IV), también denominados carcinomas fusocelulares (SpCC), 
aparecen muy tarde y con una frecuencia baja (153). Son tumores muy desorganizados, 
agresivos y metastásicos, que han perdido características epiteliales (E-caderina, K5 y K14), y 
han adquirido un fenotipo mesenquimático (vimentina, fibronectina, integrina ) (3, 304). 
Otros tipos de cáncer de piel no melanoma, menos comunes que los anteriores son el sarcoma 
de Kaposi, linfomas, sarcomas o el carcinoma de células de Merkel. 
3.2.2. Melanoma maligno. 
Es la forma más peligrosa de cáncer de piel ya que aunque es minoritario, solo representa 
el 3% de este tipo de cáncer, es el responsable de la mayoría de muertes por cáncer cutáneo 
debido a que tiende a metastatizar. Este tumor se origina en los melanocitos que se encuentran 
en la epidermis y es causado por daño indirecto en el ADN.  
También existen los tumores benignos de la piel y las enfermedades precancerosas. La 
mayoría de tumores benignos no son cancerosos, y sólo en contadas ocasiones llegan a 
convertirse en cáncer. Entre estos tumores se encuentran la mayoría de los tipos de lunares, las 
queratosis seborreicas, hemangiomas, lipomas y verrugas. Las enfermedades precancerosas en 
cambio, sí suelen dar lugar a neoplasias cutáneas y entre ellas destacan la queratosis actínica y 
el carcinoma de células escamosas in situ o Enfermedad de Bowen (las células de este cáncer se 
encuentran completamente dentro de la epidermis, y no se han extendido a la dermis. Es la 
forma más precoz del cáncer de piel de células escamosas y se manifiesta en forma de manchas 
rojizas).  
3.3. Diagnóstico, pronóstico y tratamiento del cáncer de piel. 
Después del diagnóstico del cáncer de piel sin presencia de melanoma, se realizan pruebas 
para determinar si células cancerosas se han diseminado en la piel o a otras partes del cuerpo. La 
información obtenida a partir de este examen determina el estadio de la enfermedad. En la 
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séptima edición (2010) del AJCC Cancer Staging Manual, el American Joint Committee on 
Cancer (AJCC) designó los estadios del cáncer de piel mediante la clasificación TNM, que se 
usa para estadificar tanto el carcinoma de células basales como el carcinoma de células 
escamosas. El parámetro T se define por el tamaño tumoral. Tiene cinco sufijos, is y del 1 al 4, 
que indican de forma progresiva el mayor grado de extensión del tumor primario. El parámetro 
N define la ausencia o presencia de afectación ganglionar, y esta última tiene tres grados de 
extensión. Por último, el parámetro M indica la presencia o ausencia de metástasis distantes. 
Los grupos de TNM de pronóstico parecido se agrupan en cinco estadios (Tabla 1), y el 
pronóstico de la enfermedad está directamente relacionado con la extensión tumoral, de tal 




Estadio 0 Tis N0 M0
Estadio I T1 N0 M0










Cualquier T N3 M0
T4 Cualquier N M0
Cualquier T Cualquier N M1
Tabla 1. Estadio anatómico/Grupos de pronóstico del cáncer de piel.  
La mayoría de los cánceres de piel pueden ser tratados mediante extirpación, asegurándose 
de que los bordes quedan libres de células tumorales. Estas escisiones ofrecen la mejor cura para 
la enfermedad temprana y de alto riesgo. Para la enfermedad de bajo riesgo, la radioterapia y la 
crioterapia (terapia en la que mediante nitrógeno líquido se congelan y destruyen las células 
cancerosas), pueden proporcionar un control adecuado de la enfermedad, ambas, sin embargo, 
tienen tasas de curación global menor que la cirugía. Cuando el cáncer se ha diseminado 





3.4. Carcinogénesis de piel. 
El cáncer de piel progresa a través de etapas morfológica y genéticamente distintas. El 
modelo de carcinogénesis química de piel de ratón es un protocolo simple, versátil y altamente 
reproducible que utiliza un iniciador y un promotor tumoral, logrando reproducir un proceso 
canceroso multisecuencial (Figura 4) (33, 118, 175). A partir de este modelo el desarrollo de 
tumores cutáneos se ha dividido en tres etapas: iniciación, promoción y progresión/conversión. 
3.4.1. INICIACIÓN: Es un proceso mutagénico irreversible que normalmente es 
causado por daños en el ADN como consecuencia de la exposición a agentes químicos 
carcinogénicos (303). El agente mutagénico no es capaz de inducir tumores por sí mismo, por lo 
que el estado iniciado puede persistir a lo largo de toda la vida del animal sin desarrollar 
tumores a no ser que éste sea expuesto a un agente promotor tumoral. El carcinógeno más 
comúnmente utilizado es el 7,12-dimetilbenzantraceno (DMBA), que actúa provocando una 
transversión específica A-T en el codón 61 del oncogén Harvey-Ras (H-Ras), lo que resulta en 
su activación constitutiva (16, 24, 226, 314). El 90% de los tumores iniciados por el 
carcinógeno DMBA presentan dicha mutación, la cual es específica del agente mutagénico ya 
que puede ser detectada antes de la aparición de tumores visibles (Figura 4). 
3.4.2. PROMOCIÓN: Es necesaria la acción de un promotor tumoral para que las 
células iniciadas adquieran una ventaja selectiva en relación a las células vecinas normales 
(304). Por ello, después de la iniciación, se realiza la aplicación repetida de un promotor de 
tumores, normalmente el éster de forbol 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (33, 118, 
 
Figura 4: Modelo de carcinogénesis química de piel de ratón inducida por DMBA/TPA. 
Alteraciones genéticas y epigenéticas asociadas con las distintas etapas de la carcinogénesis de piel de 
ratón. Ks, queratinas; V, vimentina; Fn, fibronectina. 
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175). De este modo se inducen en un corto espacio de tiempo (a partir de 8 semanas) lesiones 
neoplásicas benignas (papilomas), que son heterogéneas ya que unas persisten y otras 
desaparecen y son reabsorbidas en la piel. El número, tamaño e índice de crecimiento de estos 
tumores pueden ser fácilmente cuantificados ya que, por ejemplo, es posible realizar múltiples 
medidas en el mismo ratón a lo largo del tiempo. El TPA, activa a la proteína quinasa C (PKC) 
(211, 314), aumentando la expresión del factor de crecimiento transformante (TGF-) (128, 
222), c-jun y c-fos (123, 238), los cuales regulan directamente la proliferación y la 
diferenciación de los queratinocitos (305). Además, H-Ras induce la expresión de ciclina D1 
(89). Junto con ciclina D1, existen numerosos reguladores y efectores de H-Ras con un papel 
crucial en la formación y progresión de tumores en este modelo (141). Todos estos cambios 
favorecen la selección y expansión clonal de los queratinocitos, generando múltiples papilomas 
benignos, cada uno de los cuales representa un clon expandido de células iniciadas (126, 303) 
(Figura 4). 
3.4.3. PROGRESIÓN/CONVERSIÓN: La progresión de los papilomas a 
carcinomas es un proceso espontáneo y poco frecuente (303), que puede ser incrementado por la 
acción de iniciadores tumorales, pero no se ve afectado con el uso de promotores tumorales 
(119, 212). La mayoría de los papilomas benignos no progresan a carcinomas malignos a lo 
largo de la vida normal del animal (37, 118, 248). Por lo tanto, la etapa de progresión 
premaligna es la principal fase dependiente del tiempo en el desarrollo del cáncer cutáneo. Una 
pequeña población de papilomas (5-10%) progresan a carcinomas escamosos malignos (87, 
262) que también pueden ser fácilmente visualizados y cuantificados y presentan una gran 
variedad de cambios fenotípicos (63, 102, 271); sin embargo, las principales anormalidades 
genéticas que desarrollan son aquellas asociadas con inestabilidades genómicas como la 
aneuploidia y la inestabilidad cromosómica (63, 102, 271-272). Los papilomas son 
generalmente diploides (14), sin embargo, estudios genéticos han descrito trisomías en los 
cromosomas 6 y 7. También se han descrito mutaciones y perdidas de heterocigosidad (LOH) 
en el gen p53 asociadas con esta conversión maligna, las cuales se detectan raramente en 
papilomas (40, 142, 158). Finalmente, una pequeña fracción de estos carcinomas puede 
metastatizar a sitios distantes.  
Así, el número final de papilomas inducidos por DMBA y TPA puede considerarse como 
una medida de iniciación, el índice de crecimiento de papilomas como una medida de 
promoción o expansión clonal de las células iniciadas, la tasa de conversión de papiloma a 
carcinoma como una medida de evolución a malignidad. Finalmente, se puede medir la 
metástasis como el último paso de la evolución (141) y conversión maligna, la cual se 
caracteriza por invasión a través de la membrana basal y migración al estroma subyacente. Este 
proceso requiere cambios importantes en las interacciones célula-célula y célula-matriz (303) e 




de factores de transcripción AP-1 (74) o mutaciones en el gen c-fos (105). Por tanto, en este 
modelo experimental la evolución fenotípica desde un queratinocito normal a un papiloma 
escamoso y, finalmente, a un carcinoma escamoso está asociada con cambios genéticos y 
epigenéticos reproducibles que caracterizan cada etapa del proceso y permiten analizar cada fase 
de la carcinogénesis cutánea a nivel molecular (Figura 4). 
4. Proteínas quinasas activadas por mitógenos: MAPKs. 
Con el fin de sobrevivir y llevar a cabo sus funciones, las células deben responder a un gran 
número de estímulos extracelulares y cambios medioambientales, como mitógenos, hormonas, 
estrés, cambios de temperatura o presión osmótica. La respuesta de las células a las señales 
extracelulares a menudo está mediada por la activación de factores de transcripción, que a su 
vez, inducen los correspondientes procesos celulares. Sin embargo, la mayoría de agentes 
extracelulares no pueden atravesar la membrana plasmática para activar los genes 
correspondientes. Por ello, estos agentes utilizan vías de señalización para transmitir sus señales 
a diferentes dianas citoplasmáticas y nucleares (41, 143). En muchos casos, estas vías actúan a 
través de fosforilaciones secuenciales en diferentes proteínas que se conocen como cascadas de 
proteínas quinasas. Este tipo de mecanismo de señalización es el que utilizan las proteínas 
quinasas activadas por mitógenos, MAPK, que son vías de transducción de señales conservadas 
evolutivamente. Estas cascadas responden a varios factores extracelulares y, en consecuencia 
regulan diversos procesos celulares como proliferación, diferenciación y transformación, 
respuesta a estrés, inflamación, parada del crecimiento y apoptosis. 
Se han descrito 4 cascadas diferentes de MAPKs en mamíferos: las quinasas reguladas por 
señales extracelulares 1 y 2 (ERK1/2; extracellular signal-regulated kinase 1/2) (30), las 
quinasas c-Jun N-terminal 1, 2 y 3 (JNK1/2/3; c-Jun N-terminal kinase 1/2/3) (69, 163), las 
proteínas quinasas activadas por mitógenos p38 (ERK6) y   , y ERK5 
(166, 312). Existen también otras MAPKs, ERK3/4 y ERK7/8 (50), pero éstas no llevan a cabo 
su acción a través de una cascada quinasa, o son activadas por mecanismos diferentes a los de 
las MAPKs, por lo que no son consideradas como auténticas MAPKs. De todas ellas, las tres 
vías principales de MAPKs son ERK1/2, JNK1/2 y p38. Cada una de estas cascadas está 
formada por un modulo de tres niveles de proteínas quinasas denominadas MAPK, MAPK 
quinasa (MAPKK) y MAPKK quinasa (MAPKKK), y a menudo por dos niveles adicionales, el 
nivel superior MAPKKK quinasa (MAPKKKK) y el nivel inferior MAPK activada por quinasa 
(MAPKAPK). Las señales se transmiten a los niveles inferiores de la vía mediante interacciones 
secuenciales entre los miembros de ésta, en las que la MAPK (ERK1/2, JNK1/2 o p38) es 
fosforilada de manera dual en los residuos de treonina y tirosina conservados del motivo T-X-Y 
(Thr-X-Tyr; donde X es cualquier aminoácido) localizado en sus dominios de activación (144, 
214, 242). Esta reacción está mediada por una MAPKK dual específica, que a su vez es activada 
por fosforilación de los residuos serina/treonina en el motivo conservado S/T-X5-S/T (donde X 
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es cualquier aminoácido) por diferentes MAPKKK (Raf en la activación de ERK1/2, MEKK1 y 
ASK1 en la de JNK1/2 y ASK1 y MEKK4 en la activación de p38) (144, 214). La MAPK 
activada se transloca del citoplasma al núcleo donde fosforila y activa a sus principales 
sustratos, la mayoría, factores de transcripción (143) (Figura 5). 
4.1. Principales vías de señalización de la familia MAPK. 
4.1.1. La vía de ERK. 
La vía de ERK es activada por varios agentes extracelulares como factores de crecimiento, 
hormonas y estrés celular para inducir diferentes procesos celulares que incluyen principalmente 
la proliferación y diferenciación. Sin embargo, dependiendo de las líneas celulares y el estímulo 
también puede participar en respuesta al estrés y apoptosis (8, 10, 191-192, 276). Las proteínas 
ERK actúan a través de receptores tirosina quinasa (RTK (186)), receptores acoplados a la 
proteína G (GPCR (207)), y canales iónicos (228), entre otros. Existen dos genes que codifican 
las quinasas ERK, ERK1 (MAPK3) y ERK2 (MAPK1), que codifican dos proteínas principales, 
p44 y p42, respectivamente (30). Su activación tiene lugar a través de las proteínas MAPK/ERK 
quinasa 1 y 2 (MEK1/2 (52, 311)), mediante la fosforilacion de los residuos tirosina y treonina 
del motivo Thr-Glu-Tyr. ERK1/2 son serin/treonin quinasas que fosforilan cientos de sustratos 
 
Figura 5: Representación esquemática de las cuatro principales cascadas de señalización MAPK. 




en el citosol (como PLA2, RSK), o tras su translocación, en el núcleo (Elk1(300)). La mayoría 
de los sustratos de ERK1/2 son proteínas reguladoras entre las que se encuentran RSK 
(ribosomal S6 kinase (264)), MSK (MAPK/SAPK-activated kinase (66)), MNK1/2 (MAPK 
signal-interacting kinases 1 and 2 (95, 294)), y MAPKAPK3/5 (240), aunque esta última 
también puede ser activada por p38 (Figura 5). 
4.1.2. La vía de p38. 
La vía p38 participa principalmente en respuesta de las células a estrés, pero también en 
otros procesos como respuesta inmune e inflamación (45, 57, 114, 176, 275). La actividad de 
esta cascada es inducida por diversos factores de estrés y ligandos que operan a través de 
diferentes receptores, incluyendo los receptores relacionados con apoptosis, GPCRs, y RTKs. 
Las principales MAPKKs de la vía p38 son MKK6 y MKK3 (55, 70, 113), aunque MKK4 (70) 
y MKK7 (64) también han sido implicadas en la activación de esta quinasa. Existen cuatro 
genes que codifican la MAPK p38. Estos son p38 (MAPK14 (112, 165, 239)), p38 
(MAPK11 (131)), p38(MAPK12) and p38(MAPK13) (103, 170, 193). La activación de estas 
quinasas tiene lugar por fosforilación de los residuos tirosina y treonina del motivo Thr-Gly-Tyr 
localizado en su dominio de activación. Una vez que estos p38s son activados, bien transmiten 
la señal a diversas proteínas quinasas como MNK1/2, MSK1/2, y MK5/PARK (209-210), o 
bien a diferentes factores de transcripción como ATF2, ELK1, CHOP-1 o MEF-2 entre otros 
(240). A diferencia de ERK1/2, los p38s se pueden localizar en el núcleo y/o en el citosol, y su 
translocación tras la estimulación parece ser bidireccional (170) (Figura 5). 
4.1.3. La vía de JNK. 
Otra cascada de MAPK activada por estrés es la de las quinasas c-Jun N-terminal (JNKs 
(28, 71, 132, 291, 296). La vía JNK juega un papel importante en la respuesta a estrés y en la 
inducción de apoptosis en respuesta a diferentes estímulos, pero también puede participar en 
otros procesos. Al igual que la vía p38, esta cascada es sensible a los receptores relacionados 
con estrés, GPCRs y RTKs. Estos receptores pueden activar diferentes proteínas que, a su vez, 
pueden inducir la activación de proteínas adaptadoras (por ejemplo TRAF (12)) o de GTPasas 
pequeñas (como Rac o CDC42 (49)). A continuación, las señales son transmitidas a las 
MAPKKs, que son principalmente MKK4 y MKK7 (124, 244, 278, 280, 299) pero también 
pueden participar (en un grado mucho menor) MKK3 y MKK6 (70). Tres genes (MAPK8, 
MAKP9 y MAPK10) codifican las proteínas JNK (JNK1, JNK2 y JNK3, respectivamente (78, 
109)). JNK1 y JNK2 se expresan en casi todas las células, mientras que JNK3 se encuentra 
principalmente en el cerebro (78). La activación de las JNKs tiene lugar por fosforilación de los 
residuos treonina y tirosina del motivo Thr-Xaa-Tyr (donde Xaa corresponde a Pro) localizado 
en su dominio de activación. Tras la activación, las JNKs se translocan al núcleo donde activan 
a sus dianas, que en su mayoría son factores de transcripción como Elk1 o las proteínas AP-1, 
que incluyen c-jun, junB, junD y ATF-2 (160) (Figura 5). 
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4.2. Regulación de la activación de las MAPKs. 
Cada una de las vías de las MAPKs puede regular varios procesos celulares diferentes e 
incluso, opuestos; y por lo general, parecen diferir en sus principales actividades fisiológicas. 
Por ello, el control estricto de la señalización de estas quinasas es determinante para definir el 
resultado de su activación. Este control depende de factores que afectan a la actividad espacio-
temporal de la quinasa (22), influyendo en la magnitud y duración de su activación. Estos 
factores son  diversos y complejos e incluyen la densidad y tasas de internalización de los 
receptores de superficie celular, la interacción de componentes de la vía MAPK con proteínas 
adaptadoras y el balance entre la activación de la quinasa y las proteínas fosfatasas que 
bloquean su señal (22, 202, 205). Aunque las MAPKs son defosforiladas por fosfatasas de 
amplia especificidad, en los primeros momentos de su activación también son dianas de 
moléculas inhibitorias específicas, las fosfatasas de MAPK (MKPs; MAP Kinases 
Phosphatases), que pertenecen a la familia de fosfatasas de especificidad dual (DUSPs; Dual-
Specificity Phosphatase). Esta última clase de proteínas desempeñan un papel importante en la 
regulación de la señalización de las MAPKs (145, 247), el cual se discutirá más adelante.  
4.3. MAPKs y cáncer. 
Como se ha comentado anteriormente, la tumorogénesis requiere la desregulación de al 
menos los seis procesos celulares descritos por Hanahan y Weinberg (115-116), a los que 
además podemos añadir, adquisición de resistencia a los medicamentos y evasión de oncogenes 
que promueven senescencia. Anomalías en la señalización de las MAPKs afectan a la mayoría, 
si no a todos estos procesos, y juegan un papel fundamental en el desarrollo y progresión del 
cáncer (34, 77, 96, 155, 277). Se han detectado alteraciones en la señalización de las MAPKs en 
distintos cánceres humanos, por lo que el estudio de los mecanismos moleculares por los que 
estas proteínas señalizadoras controlan la formación de tumores es esencial en la búsqueda de 
nuevas estrategias que permitan diseñar terapias más efectivas en el futuro. 
5. Proteínas fosfatasas de MAPK: MKPs. 
Las fosfatasas de MAPK (MKPs) son miembros de la familia de fosfatasas de especificidad 
dual (DUSPs), que a su vez forman parte del gran y diverso grupo de proteínas tirosina 
fosfatasas (PTPs) (5, 72, 156, 214, 273). Muchas MKPs son inducidas como genes tempranos 
en respuesta a la activación de la vía de las MAPKs y actúan como inhibidores negativos 
endógenos de su señalización (298). Las MKPs regulan la actividad de la vía de las MAPKs 
mediante defosforilación simultánea de los residuos de serina/treonina y residuos tirosina que se 
encuentran en el motivo de activación TXY (Thr-Xaa-Tyr) presente en los miembros de la 
familia de las MAPKs (270, 298). La estructura de las MKPs es conservada y se caracteriza por 
la presencia de un dominio catalítico C-terminal y un dominio no catalítico N-terminal (72, 
146). A pesar de su estructura común, estas fosfatasas tienen propiedades específicas relativas a 




reside en unas secuencias de su dominio N-terminal, conocidas como motivo de interacción 
quinasa (KIM; Kinase Interaction Motif). La familia MKP está formada por 11 miembros que 
de acuerdo a su similitud de secuencia, localización celular y especificidad de sustrato se 
dividen en tres grupos (72, 156, 214, 273, 298): 
1. MKPs nucleares inducibles: lo forman DUSP1/MKP1, DUSP2/PAC-1, DUSP4/MKP2 y 
DUSP5/hVH-3. Todas ellas son proteínas nucleares, rápidamente inducibles por estímulos 
mitogénicos y/o estrés y con especificidad hacia ERK1/2, JNK1/2 y p38, excepto DUSP5 
que presenta especificidad exclusivamente hacia ERK1/2.  
2. MKPs citoplásmicas con especificidad hacia ERK1/2: está constituido por DUSP6/MKP3, 
DUSP7/MKP-X y DUSP9/MKP4 que son proteínas citoplasmáticas que inactivan 
específicamente a ERK1/2. 
3. MKPs que inactivan a JNK1/2 y p38: este grupo comprende DUSP8/hVH-5, 
DUSP10/MKP5 y DUSP16/MKP7, las cuales se encuentran tanto en núcleo como en 
citoplasma y defosforilan selectivamente a JNK1/2 y p38. A este grupo pertenece también 
STYXL1/MK-STYX, una fosfatasa catalíticamente inactiva (32).  
5.1. MKP1 
MKP1/DUSP1 (MAP-Kinase-Phosphatase Type I/ Dual-Specificity-Phosphatase Type I) 
fue la primera MKP descrita y se descubrió como un gen de expresión temprana. Se expresa de 
manera ubicua en los tejidos humanos, y su expresión génica es rápidamente inducida en una 
amplia variedad de tipos celulares por diferentes estímulos y agentes que dañan las células, 
incluyendo factores de crecimiento, hormonas, citoquinas, estrés oxidativo y osmótico, hipoxia 
y agentes que dañan el ADN (32, 144, 168). Además de su actividad como MAPK fosfatasa, 
MKP1/DUSP1 también defosforila la histona H3 en el residuo pSer10 (152), aunque aún no se 
ha determinado la relación entre esta actividad H3-fosfatasa y cáncer. 
5.1.1. MKP1 y cáncer. 
Puesto que MKP1 controla la actividad de las MAPK y estas juegan un papel importante en 
cáncer, es lógico pensar que esta fosfatasa puede tener un papel crítico en la inducción y 
progresión tumoral. Se ha descrito que la expresión de MKP1 está alterada en cáncer de colon, 
próstata, vejiga, ovario, mama y CNMP (144, 298). Muchos tumores expresan altos niveles de 
MKP1 pero este aumento es a menudo específico para ciertas etapas de la carcinogénesis. En los 
tumores epiteliales humanos como el de próstata, colon y vejiga, MKP1 está sobreexpresado en 
las primeras etapas de la enfermedad y disminuye gradualmente conforme avanza la progresión 
tumoral (144, 174, 309). Por ejemplo, la expresión de MKP1 aumenta en la hiperplasia benigna 
de próstata y la neoplasia intraepitelial de próstata de alto grado, pero su expresión se pierde en 
las últimas etapas de este cáncer (174, 229). Los niveles elevados de MKP1 en el cáncer de 
próstata humano se correlacionan con una disminución en la apoptosis (182). 
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MKP1 también está regulada por hipoxia, una característica de muchos tumores (35) y se 
incrementa en etapas invasivas de ciertos tipos de cáncer. Por ejemplo, se ha detectado un 
aumento en la expresión de MKP1 en el 60% de los carcinomas de ovario invasivo (67). MKP1 
también se expresa más específicamente en las etapas poco diferenciadas y finales del cáncer de 
mama (174), donde se correlaciona con una actividad reducida de JNK1/2 y con la activación de 
caspasas y fragmentación del ADN (259). Asimismo, MKP1 presenta altos niveles de expresión 
en líneas celulares de CNMP (48) y está relacionada con la inducción de angiogénesis y 
metástasis en este tipo de tumor (201). Sin embargo, cabe señalar que en otros tipos de tumores, 
como el carcinoma hepatocelular o testicular, MKP1 puede tener un papel contrario en la 
progresión tumoral, ya que su expresión está disminuida en lugar de aumentada (206, 218, 282). 
Esta aparente discrepancia probablemente sea debida a las diferentes vías de las MAPKs 
inactivadas por MKP1 en los distintos tipos tumorales. 
Varios trabajos han atribuido un papel importante a MKP1 en resistencia a la 
quimioterapia. Se ha visto una relación entre sobreexpresión de MKP1 y resistencia a 
quimioterapia en cáncer de ovario (290), pulmón (293) y mama (259). Por tanto, es posible que 
la inhibición de la expresión de MKP1 sea una nueva forma de combatir la resistencia a 
quimioterapia. 
6. El factor de transcripción NFκB. 
El factor de transcripción NFB (nuclear factor-B), es un factor dimérico que puede estar 
formado por combinaciones de cinco subunidades diferentes: p65/RelA, c-Rel, RelB, p105-
p50/NFB1 y p100-p52/NFB2 (19, 99, 269). En respuesta a diferentes estímulos, controla la 
expresión de genes que regulan el ciclo celular, respuesta inmune, angiogénesis, adhesión 
celular y apoptosis (19, 117, 269). La activación de los dímeros puede tener lugar por dos vías 
de señalización: la vía canónica, en la que la activación de NFB depende de la actividad del 
complejo IKK (formado por las subunidades IKK, IKK e IKK/NEMO), que tras ser 
activado por diferentes estímulos fosforila la proteína inhibitoria IB favoreciendo su 
ubiquitinación y posterior degradación vía proteasoma. Esto permite la liberación y posterior 
translocación a núcleo del dímero p65-p50. Esta vía está relacionada principalmente con 
inflamación, proliferación celular y señales de supervivencia. La vía no canónica requiere la 
activación de dímeros IKK por la proteína quinasa NIK. Esta vía se caracteriza por la ausencia 
de subunidades p65 y la presencia de heterodímeros p52-RelB y participa principalmente en 
diferenciación celular e inmunidad humoral (19, 136, 203, 269). Además de su papel en 
carcinogénesis, NFB juega un papel importante en quimioresistencia ya que se ha observado 
que varios agentes quimioterápicos, como el CDDP, activan la vía NFB e inducen la expresión 
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MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Reactivos y agentes quimioterápicos. 
Los diferentes reactivos biológicos y fármacos utilizados en esta memoria, así como su 
abreviatura, concentración de trabajo y procedencia, se detallan en la Tabla 1. 
Fármaco Abreviatura Concentración de trabajo Proveedor 
cis-Platino CDDP 20 µg/ml Ferrer Farma 
Carboplatino CBDCA 600 µg/ml Bristol-Myers 
Oxaliplatino OXALI-Pt 20 µg/ml Sanofi-Aventis 
Etopósido ETOP 10 µg/ml Sigma-Aldrich 
Doxorrubicina DOXO 0,2 µM Sigma-Aldrich 
Bleomicina BMC 0,1 U/ml Almirall 
Ultravioleta-C UV-C 40 J/cm2 ----- 
Vincristina VINC 0,1 µg/ml Cinfa 
Taxol TAXOL 10 µM Sigma-Aldrich 
5-FluoroUracilo 5-FU 200 µg/ml Roche 
4-Hidroxitamoxifeno 4-OHT 500 µg/ratón Sigma-Aldrich 
7,12-Dimetilbenzantraceno DMBA 32 µg/ratón Sigma-Aldrich 
13-Acetato de 12-O-
tetradecanoilforbol TPA 12,5 µg/ratón Sigma-Aldrich 
5-Bromo-2´-deoxiuridina BrdUrd 150 mg/kg peso ratón Sigma-Aldrich 
Tabla 1. Características de los agentes quimioterápicos utilizados. µg/ml: 
microgramos/mililitro; µM: microMolar; U/ml: unidades/mililitro; J/cm2: julios/centímetro 
cuadrado; µg/ratón: microgramos/ratón; mg/kg peso ratón: miligramos/kilogramo de peso del 
ratón. 
 
2. Plásmidos y cepas bacterianas. 
Los plásmidos empleados en esta memoria, así como su procedencia, se recogen en la 
Tabla 2. 
Todos los plásmidos utilizados en esta tesis se propagaron en la cepa E.coli DH5 y se 
crecieron en medio LB a 37ºC, con agitación constante, durante 16 horas.  
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Plásmido Comentario Procedencia 
pMEKK1  Dr. Michael Karin 
pMEKK1(K-R) Mutante dominante negativo de la quinasa MEKK1 Dr. Michael Karin 
pSEK1  Dr. Michael Karin 
pSEK1(K-R) Mutante dominante negativo de la quinasa SEK1 Dr. Michael Karin 
pMKK7  Dr. Silvio Gutkind 
pMKK7(K-L) Mutante dominante negativo de la quinasa MKK7 Dr. Silvio Gutkind 
pMKK3  Dr. Silvio Gutkind 
pMKK3(A-L) Mutante dominante negativo de la quinasa MKK3 Dr. Silvio Gutkind 
pMKK6  Dr. Silvio Gutkind 
pASK1  Dr. Silvio Gutkind 
pIKKα  Dr. Michael Karin 
pIKKα AA Mutante dominante negativo de la quinasa IKKα Dr. Michael Karin 
pIKKβ  Dr. Michael Karin 
pIKKβ AA Mutante dominante negativo de la quinasa IKKβ Dr. Michael Karin 
HIV-Luc 
Gen reportero que contiene los dos sitios de unión 
κB del promotor HIV seguidos de un casete de 
expresión de luciferasa 




Plásmido represor de la proteína IκBα que porta 
mutaciones en las dos serinas 32/36 Dr. Whiteside 
Gal4-Luc 
Gen reportero que contiene las secuencias que 
codifican el dominio de unión al ADN de Gal4 




Plásmido en el que las secuencias que codifican el 
dominio de unión al ADN de Gal4 están unidas a 
las secuencias que codifican el dominio de 
transactivación 1 (TAD1) de p65 
Dr. Lienhard 
Schmitz 
Tabla 2. Características de los plásmidos utilizados. 
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3. Líneas celulares, cultivo y conservación de las líneas celulares. 
Las diferentes líneas celulares utilizadas en el presente trabajo, así como el tipo celular que 
representan, su origen y medio de cultivo empleado, se especifican en la Tabla 3. 
Tabla 3. Características de las líneas celulares utilizadas. (G/F/G): Medio suplementado con 
2 mM de glutamina, 0,5 g/ml de fungizona y 40 g/ml de gentamicina; (G/F/G)*: Medio 
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado, 2 mM de glutamina, 1% (v/v) de 
aminoácidos no esenciales, 40 g/ml de gentamicina, 0,5 mol/L (v/v) de -mercaptoetanol y 
0,5 g/ml de fungizona; ATCC: Colección Americana de Cultivos Tipo. 
 
Las líneas celulares H23, H460 y H1299 se cultivaron en medio RPMI (Instituto Memorial 
Roswell Park) y el resto de líneas celulares en DMEM (Medio de cultivo Eagle modificado por 
Dulbeco) (ambos procedentes de Gibco). Ambos medios de cultivo se suplementaron con 10% 
(v/v) de suero fetal bovino, 2 mM de glutamina, 0,5 g/ml de fungizona y 40 g/ml de 
gentamicina, lo que denominamos medio completo. El medio de cultivo utilizado para cultivar 
las líneas celulares MEFs se suplementaron además con 1% (v/v) de aminoácidos no esenciales 
y 0,5 mol/L (v/v) de -mercaptoetanol (todos estos reactivos procedentes de Gibco). Las 
células se crecieron en placas de 10 cm o frascos de 75 cm2 y se subcultivaron 1:3-1:6 cada 2-3 
días mediante tratamiento con tripsina/EDTA (Sigma). Las líneas celulares se mantuvieron en 
condiciones de cultivo estándar de 37 ºC de temperatura, 95% de humedad y 5% de presión de 
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CO2. Todas las manipulaciones se hicieron en una campana de flujo laminar de seguridad Clase 
II (nivel de seguridad biológica 2; Class II Biohazard Safety Cabinet, ESCO). 
Para su almacenamiento a largo plazo, las células se conservaron en un contenedor de 
nitrógeno líquido, en criotubos de 2 ml, en su medio de cultivo normal con 10% de  FBS y 10% 
de dimetilsulfóxido (DMSO).  
4. Generación de fibroblastos embrionarios murinos y condiciones de cultivo. 
Los fibroblastos embrionarios murinos (MEF) se generaron a partir de embriones de 
ratones hembras mkp1+/+ y mkp1-/- en día 13,5 post-concepción (E13,5). En una campana de 
flujo laminar para mantener las condiciones de esterilidad, se sacrificó a la hembra preñada en el 
día 13,5 de gestación y se extrajo el útero materno con todos los embriones en su interior. Se 
lavó el útero en una solución de fosfato salino (PBS) y fungizona precalentado a 37ºC, y se 
procedió a la separación de cada uno de los embriones del saco vitelino, eliminándose los 
órganos diferenciados (cabeza y tejidos rojos) que se utilizaron para su genotipaje. El resto de 
cada embrión se recogió individualmente en placas de 60-mm y fue sometido a una primera 
disgregación mecánica con la ayuda de un bisturí estéril, y a continuación a una disgregación 
enzimática por tratamiento de cada embrión con 1 ml de solución de tripsina-EDTA 2X (diluida 
de una solución stock 10X, Gibco), durante 20 minutos a 37oC en un incubador de CO2. 
Transcurrido este tiempo, se disgregó la suspensión celular pipeteando varias veces con una 
pipeta Pasteur y se dejo en el incubador otros 20 minutos más. Posteriormente, se añadió 10 ml 
de medio completo, con ayuda de la pipeta se terminó con la disgregación mecánicamente y se 
pasó toda la solución con las células disgregadas a un frasco de 75-cm2. Se incubaron las células 
a 37ºC, al día siguiente se cambió el medio y se dejaron crecer hasta confluencia. Cuando el 
cultivo alcanzó el 70% de confluencia (2-3 días después) las células se tripsinizaron, se 
transfirieron a un frasco de 150 cm2 y se incubaron a 37ºC hasta confluencia. En este momento, 
se congelaron 3-4 millones de células por vial en una cámara de isopropanol a -80ºC y una vez 
congeladas, los viales se transfirieron a un tanque de nitrógeno líquido. Se consideró pase 1 de 
estas células el momento en que fueron puestas en cultivo después de la descongelación. 
Estas células primarias fueron cultivadas en DMEM suplementado con 10% (v/v) de suero 
fetal bovino inactivado, 2 mM de glutamina, 1% (v/v) de aminoácidos no esenciales, 40 g/ml 
de gentamicina, 0,5 mol/L (v/v) de -mercaptoetanol y 0,5 g/ml de fungizona (todos estos 
reactivos procedentes de Gibco) a 37 ºC de temperatura, 95% de humedad y 5% de presión de 
CO2. 
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5. Tratamientos de líneas celulares y de MEFs. 
Para los experimentos realizados con líneas celulares, se sembraron  2x106 células H23 y 
1,5x106 células H460 y H1299 en placas de 10cm y 24 horas después, cuando las células 
alcanzaban una confluencia de 70-80%, se les añadió medio fresco en bajo suero (medio 
completo con 0,5% FBS). Al día siguiente se trataron las células con 600 µg/ml de CBDCA o 
20 µg/ml de CDDP durante 1, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 22, 24 y 36 horas. Inmediatamente después del 
tratamiento, se extrajo proteína total como se indica en el apartado 10. 
Para los experimentos realizados con fibroblastos embrionarios murinos, se sembraron 
5x105 células MEF mkp1+/+ y MEF mkp1-/- en placas de 60mm y 24 horas después, cuando las 
células alcanzaban una confluencia de 70-80%, se les añadió medio fresco bajo en suero. Al día 
siguiente se trataron las células con los siguientes fármacos durante los periodos de tiempo 
indicados en la Tabla 4: 
Fármaco Concentración de trabajo Tiempo de tratamiento (horas) 
CBDCA 600 µg/ml 1, 2, 4, 8 y 24 
CDDP 20 µg/ml 3, 6, 12, y 24 
OXALI-Pt 20 µg/ml 3, 6, 12, y 24 
ETOP 10 µg/ml 1/2, 1, 2, 4, 8 y 24 
DOXO 0,2 µM 1/2, 1, 2, 4, 8 y 24 
BMC 0,1 U/ml 1/2, 1, 2, 4, 8 y 24 
UV-C 40 J/cm2 1/2, 1, 2, 3 y 6 
VINC 0,1 µg/ml 1/2, 1, 2, 4, 8 y 24 
TAXOL 10 µM 1, 2, 5, 10 y 24 
5-FU 200 µg/ml 5, 10, 24, 30, 36 y 48 
Tabla 4. Tratamientos de células MEFs. µg/ml: microgramos/mililitro; µM: microMolar; 
U/ml: unidades/mililitro; J/cm2: julios/centímetro cuadrado. 
Inmediatamente después del tratamiento, se extrajo proteína total como se indica en el 
apartado 10. 
6. Transfección de células. 
6.1. Transfección por precipitación con fosfato cálcico. 
Se sembraron 7,5x105 células 293T en placas de 60mm quedando a un 60-70% de 
confluencia. Entre 2 y 4 horas antes de la transfección se cambió el medio a las células, 
añadiendo 3 ml de medio fresco completo. En un tubo de 5 ml se mezclaron 2,5, 5 o 10 g del 
ADN correspondiente con el tampón A y cloroquina. A esta mezcla se le añadieron 500 l del 
tampón B y la mezcla final se añadió sobre el cultivo celular gota a gota por toda la placa. Las 
células se incubaron durante 5-16 horas a 37ºC y se lavaron con PBS. A continuación se les 
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añadió medio fresco en bajo suero, se incubaron durante 12-16 horas a 37ºC y se trataron con 
CBDCA (600 µg /ml) durante 15 horas. Transcurrido este tiempo se realizó la extracción de 
proteínas como se indica en el apartado 10. 
 
Tampón A: 62,5 l de CaCl2 2 M, 2 l de ADN de esperma de salmón (que actúa como 
ADN carrier) y 435,5 l de agua Mili-Q estéril. 
Tampón B: 11,25 l de Na2HPO4 1,5 mM pH 7,0 y 488,75 l HN. 
6.2. Transfección transitoria mediante Lipofectamina 2000. 
Se sembraron 3x105 células H23, H460 y H1299 en placas de 35mm quedando a un 60-
70% de confluencia. Transcurridas 24 horas se realizaron las transfecciones usando el reactivo 
lipídico Lipofectamina2000 (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. La cantidad 
de ADN plasmídico total se mantuvo constante a 1 g por placa y una relación ADN:lípido de 
1:3 y 1:10 para ADN y Renilla. A las 5 horas posteriores a la transfección se retiró el medio de 
las células y se añadió medio fresco en bajo suero. Al día siguiente las células se trataron con 
CBDCA (600 µg /ml) durante 12 horas y transcurrido este tiempo se realizó la extracción de 
proteínas como se indica en el apartado 10. 
7. Ensayo de viabilidad celular mediante la técnica cristal violeta. 
La viabilidad celular se estudió mediante curvas de respuesta a diferentes dosis de los 
fármacos indicados utilizando la técnica de tinción cristal violeta. Se sembraron las células en 
placas de 24 pocillos (40.000 células/pocillo) y tras 24 horas de cultivo en medio normal, las 
células se trataron con diferentes dosis de los fármacos indicados. A las 72 horas del tratamiento 
se fijaron las células con 1% de glutaraldehído y se lavaron con PBS. A continuación las células 
se tiñeron con 0,1% de colorante cristal violeta durante 30 minutos y el colorante asociado a las 
células se desprendió con una solución de acido acético al 10%. Se cuantificó el número de 
células teñidas leyendo la absorbancia a 595 nm en el espectrofotómetro Elissa (Molecular 
devices versamax tunable microplate reader). La viabilidad celular se calculó como el 
porcentaje de células teñidas en cada dosis con respecto a las células sin tratamiento, 
representándose la media de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado con 
sus correspondientes desviaciones estándar. 
8. Análisis del ciclo celular mediante citometría de flujo. 
La distribución de las células en las distintas fases del ciclo celular se determinó mediante 
citometría de flujo con ioduro de propidio (IP), un agente intercalante que produce fluorescencia 
proporcional a la cantidad de ADN que contiene la célula. 
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Las células fueron cultivadas en placas de 10 cm. Transcurridos los tiempos de tratamiento 
con CBDCA, las células, tanto control como tratadas, se lavaron en PBS, se recogieron 
mediante tripsinización (tripsina/EDTA, GIBCO) y se centrifugaron durante 5 minutos a 1000 
rpm. Se eliminó el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1 ml de etanol al 70% en 
PBS 1X, añadido lentamente con agitación suave. Esta suspensión se incubó a 4ºC durante toda 
la noche para fijar las células. A continuación, se realizó un lavado con 10 ml de PBS 
centrifugando la mezcla a 1000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron las células en 500 l 
de PBS. Se añadieron 5 l de RNAsa 10mg/ml (Qiagen Ltd, Crawley, UK) y se incubó durante 
30 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se diluyeron las células en 400 l de PBS y se 
añadieron 400 l de una mezcla compuesta por ioduro de propidio 50 g/ml y citrato sódico 4 
mM, justo en el momento de pasar la muestra. El contenido de ADN se estimó analizando la 
fluorescencia emitida por las células en un citómetro de flujo FACscan (Becton Dickinson S.A). 
Se adquirieron 10.000 eventos por cada condición experimental y la población fue analizada 
usando el programa de análisis Cell Quest Pro 2.0 (Becton Dickinson S.A). 
9. Medida de expresión génica. 
9.1. Expresión de genes mediante Q-RT-PCR 
9.1.1. Muestras de pacientes. 
En esta memoria se han utilizado un total de 31 biopsias de piel, de las cuales 10 no 
presentan alteraciones (piel histológicamente normal procedente de piezas de reducción 
mamaria), 12 corresponden a carcinomas basocelulares (BCC) y 9 son carcinomas escamosos 
(SCC), procedentes de pacientes que se sometieron a cirugía en el Hospital Fundación Jiménez 
Díaz de Madrid en el año 2010. Las muestras se recogieron de forma rutinaria y se congelaron a 
-80ºC inmediatamente después de su extracción. El Departamento de Patología del Hospital 
Fundación Jiménez Díaz de Madrid examinó y determinó las características histopatológicas de 
cada muestra, las cuales fueron reexaminadas por un patólogo experimentado para confirmar el 
diagnóstico. 
9.1.2. Extracción de ARN total procedente de tejido humano. 
Para la extracción del ARN total de las muestras clínicas, se partió de 5 secciones de 15 m 
por pieza de muestras fijadas en formol y embebidas en parafina. Los cortes fueron 
desparafinados con xilol, deshidratados en etanol 100% y digeridos con Proteinasa K. A 
continuación, la extracción del ARN se realizó con el kit comercial RNeasy FFPE kit (Quiagen, 
Hilden, Germany). 
La cuantificación y determinación de la integridad del ARN total aislado se estimaron a 
partir de una alícuota mediante espectrofotometría y electroforesis en gel de agarosa. La 
 Papel de MKP1 en carcinogénesis y en respuesta a agentes quimioterápicos 
44 
 
evaluación por espectrofotometría se llevó a cabo con 1 μl de muestra, midiendo la absorbancia 
a 260 y 280nm en el espectrofotómetro NanoDrop ND2000. A partir de estos valores, se 
determinó el ratio de contaminación proteica y la concentración de ARN en μg/μl. Para todas las 
muestras, los valores de los ratios se situaron dentro del rango óptimo (1.8-2.1). La evaluación 
por electroforesis se realizó cargando entre 0.5 y 1 μg del ARN total obtenido con tampón de 
carga en geles de agarosa (1% p/v) preparados en solución TAE. Estos geles se corrieron a 4ºC 
durante 15 minutos a 80 voltios, y posteriormente, fueron teñidos con bromuro de etidio (0.5 
μg/ml) para su visualización con UVA en el transiluminador Gel-Doc 700 (Bio-Rad). 
9.1.3. Transcripción reversa y reacción en cadena de la polimerasa 
cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR). 
Para la obtención del ADN complementario de cadena simple (ADNc), se retro-transcribió 
el ARN total procedente de los tejidos de muestras de pacientes usando el kit High Capacity 
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems-ABI). Esta reacción se realizó utilizando 
cebadores de secuencia aleatoria (random hexamers, Applied Biosystems-ABI) en un volumen 
total de 20 l e incubando la mezcla a 25ºC durante 10 minutos, 37ºC durante 120 minutos y 
85ºC durante 5 segundos. 
Para determinar la expresión de mkp1 se utilizó la tecnología reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR). Cada ADNc se analizó por triplicado 
utilizando el termociclador 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems-ABI). La PCR se 
llevó a cabo en un volumen final de 15 l que contenía 6.75 l de solución de ADNc 
(correspondiente a 25 ng de ARN total), 7.5 l de la mezcla TaqMan Gen Expression Master 
Mix (Applied Biosystems-ABI) y 0.75 l de la sonda TaqMan Gen Expression Assay (Applied 




Gen control interno 
Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) Hs00266705_g1 
Proteína de unión a la caja TATA ( TBP) Hs00427621_m1 
Proteína ribosomal grande P0 (RPLP0) Hs00420895_gH 
Complejo succinato deshidrogenasa, subunidad A (SDHA) Hs00188166_m1 
Tabla 5. Sondas utilizadas en las reacciones de Q-RT-PCR. 
Como genes control interno adicionales se incluyeron el ARN ribosomal 18S y la -actina. 
En estos casos, los cebadores y las sondas especificas fueron seleccionados, sintetizados y 
mezclados como se ha descrito anteriormente (7, 20). En todos los casos, las combinaciones 
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fueron seleccionadas para generar amplicones de un tamaño igual o superior a 75 pares de 
bases. 
El programa de PCR utilizado consistió en una desnaturalización a 95ºC durante 10 
minutos y 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC; y la posterior hibridación y polimerización que se 
produjeron a 60 ºC durante 1 minuto. 
La cuantificación relativa de la expresión de los genes se calculó por el método 2-Ct (173) 
(Boletín del usuario Nº 2 de Applied Biosystems (P/N 4303859)) que consiste en calcular la 
expresión normalizada del gen de estudio en la muestra problema con respecto a la expresión 
normalizada del mismo gen en la muestra de referencia. Los datos se presentan como el 
“cambio en veces de expresión” del gen diana normalizado con un gen de referencia y relativo a 
una muestra control. Se obtuvieron los valores de umbral de ciclo (Cycle threshold; Ct) para 
cada gen control en cada muestra y se transformaron en cantidades por el método comparativo 
Ct. A partir de estos nuevos valores y utilizando el programa de análisis geNorm (284) se 
seleccionaron los genes control más estables y se calculó un factor de normalización que se usó 
para obtener los niveles de expresión normalizados de mkp1. Estos valores fueron 
adicionalmente normalizados respecto al nivel de expresión de mkp1 en la muestra NS 01 (piel 
normal 01; normal skin 01) al que se le asignó el valor de 1. 
9.2. Ensayo de actividad luciferasa. 
La regulación transcripcional del factor de transcripción NFB se cuantificó mediante la 
medida de la actividad del gen reportero luciferasa precedido de una secuencia del promotor 
HIV que contiene 4 elementos de respuesta a NFB (219). La activación transcripcional de la 
subunidad p65 del factor de transcripción NFB se midió mediante el sistema formado por el 
plásmido Gal4-p65 que posee el dominio de transactivación de p65 fusionado al dominio de 
unión al ADN de Gal4, y el plásmido Gal4-Luciferasa, que posee el gen reportero precedido de 
la secuencia promotora de Gal4. De esta manera, la cotransfección de ambos plásmidos sólo 
estimula la expresión de luciferasa si el híbrido Gal4-p65 es fosforilado. 
Después de tratar las células con CBDCA (600 µg /ml) durante 12 horas, se lisaron con el 
tampón comercial Passive Lysis Buffer (Promega). Los lisados celulares se recogieron mediante 
raspado en hielo y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Con 10 g de 
proteína del sobrenadante se cuantificó la actividad luciferasa utilizando los reactivos LAR II y 
Stop & Glo del kit Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega), según las instrucciones 
del manual usando un luminómetro Berthold. Como control de transfección, se cotransfectó con 
una construcción del promotor de CMV seguido del gen renilla. La actividad luciferasa se 
expresó por microgramo de proteína y se normalizó con la luminiscencia de la renilla en el 
mismo extracto. En las gráficas se muestra la actividad relativa de luciferasa considerándose 1 
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los niveles de actividad luciferasa detectados con la transfección del vector que contiene sólo el 
gen reportero luciferasa. 
10. Análisis de expresión de proteínas mediante western blot. 
Para la extracción de proteína total procedente de líneas celulares, las células tratadas en las 
diferentes condiciones se lavaron 2 veces con PBS y se añadió sobre ellas un volumen 
apropiado de tampón de lisis. Se recogieron los lisados mediante raspado en hielo y se 
centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC. El contenido de proteína total de los 
extractos se evaluó por el método Bradford modificado (BioRad), según las instrucciones del 
fabricante, utilizando como control la albumina sérica bovina (BSA). 
Para la extracción de proteína total de la epidermis procedente de pieles de ratones, se 
partió de 50-100 mg de tejido congelado a -80ºC obtenido como se indica en el apartado 13.10, 
se añadió un volumen apropiado de tampón de lisis sobre el fragmento de epidermis y se 
homogenizó por rozamiento en hielo con un poltrón. Se recogieron las muestras homogenizadas 
y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 minutos a 4ºC para eliminar los restos de tejido sin 
disgregar. El contenido de proteína total de los extractos se evaluó usando el método Bradford 
modificado (BioRad), según las instrucciones del fabricante, utilizando como control BSA. 
 
Tampón de lisis: 1,5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA, 0,3 M NaCl, 25 mM HEPES pH 7,5, 20 
mM -Glicerofosfato, 0,1% TritonX-100, conteniendo los inhibidores de proteasas y fosfatasas 
fluoruro de aminoetilbencenosulfonilo (ABSF) 100 mM, leupeptina 1 g/ml, aprotinina 1 
g/ml, ortovanadato sódico (Na3VO4) 100 mM y ditiotreitol (DTT) 0,5 mM (todos procedentes 
de Sigma). 
 
El análisis de expresión de proteínas endógenas así como los cambios en la fosforilación de 
proteínas endógenas se llevó a cabo mediante la técnica de western blot. Después de determinar 
la cantidad de proteína apropiada, tanto si procedía de las líneas celulares como de las pieles 
extraídas de los ratones, las muestras se disolvieron en tampón de carga y se desnaturalizaron 
durante 5 minutos a 95ºC. 20 µg del extracto proteico total se analizaron por separación 
electroforética en geles de poliacrilamida-SDS (con una concentración dependiente del tamaño 
de la proteína a detectar del 8, 10 o 15% (BioRad)) en tampón de electroforesis. Las proteínas 
separadas en los geles se transfirieron a una membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore) 
mediante transferencia en húmedo (300 mA, 90 minutos en tampón de transferencia) y se 
comprobó la transferencia de las proteínas a la membrana con Rojo Ponceau S (Sigma). Las 
membranas se bloquearon en 5% leche desnatada (Fluka) o 5% BSA (Sigma) disuelto en 
tampón de tratamiento de membrana durante 60 minutos y se incubaron con el anticuerpo 
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primario durante 1 hora a temperatura ambiente o 15 horas a 4ºC. Posteriormente, las 
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente acoplado a peroxidasa 
durante 45 minutos a temperatura ambiente. Los inmunocomplejos se visualizaron utilizando el 
sistema de quimioluminiscencia ECL Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz 
Biotechnology) como se indica en el manual de instrucciones. Se retiró el anticuerpo primario 
de las membranas mediante tratamiento con un tampón de lavado de anticuerpos durante 25 
minutos a 65ºC y se reincubaron las membranas con diferentes anticuerpos primarios. Los 
niveles de proteína se relativizaron a la intensidad del control de carga utilizado en cada caso, -
Tubulina o -actina. 
 
Los diferentes anticuerpos primarios y secundarios utilizados en esta memoria, así como su 
origen, clonalidad, aplicación y procedencia se detallan en las Tablas 6 y 7 respectivamente. 
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Anticuerpo Especie Clonalidad Aplicación Proveedor 
MKP-1 Conejo Policlonal WB (L.C/M) Santa Cruz Biotechnology 
p-JNK Conejo Policlonal WB (L.C/M) Promega 
JNK1 Conejo Policlonal WB (L.C) Santa Cruz Biotechnology 
p-p38 Conejo Policlonal WB (L.C/M) Cell Signaling (#9211) 
p38 Conejo Policlonal WB (L.C) Santa Cruz Biotechnology 
p-ERK1/2 Ratón Monoclonal WB (L.C/M/E.E) Cell Signaling 
ERK2 Cabra Policlonal WB (L.C/E.E) Santa Cruz Biotechnology 
PARP-1/2 Conejo Policlonal WB (L.C) Santa Cruz Biotechnology 
Caspasa-3 Conejo Policlonal WB (L.C/M) Cell Signaling 
α-tubulina Ratón Monoclonal WB (L.C/M) Sigma, MO, USA 
SAPK/JNK Conejo Policlonal WB (E.E) Cell Signaling (#9252) 
p-p38 Conejo Monoclonal WB (E.E) Cell Signaling (#4631) 
p38α Conejo Monoclonal WB (E.E) Cell Signaling (#2371) 
p-Stat3 Conejo Policlonal WB (E.E) Cell Signaling 
p-p53 Conejo Policlonal WB (E.E) Cell Signaling 
p53 Conejo Policlonal WB (E.E)/IHQ Leica Microsystems 
p-SEK1/MKK4 Conejo Policlonal WB (E.E) New England BioLabs Inc. 
MEK-4 Conejo Policlonal WB (E.E) Santa Cruz Biotechnology 
p-MKK3/MKK6 Conejo Policlonal WB (E.E) Cell Signaling 
MKK6 Conejo Policlonal WB (E.E) Cell Signaling 
α-actina Conejo Policlonal WB (E.E) Sigma, MO, USA 
p65 Ratón Monoclonal IF Santa Cruz Biotechnology 
RelB Conejo Policlonal IF Santa Cruz Biotechnology 
BrdUrd Ratón Monoclonal IHQ Roche Applied Science 
Loricrina Conejo Policlonal IHQ Santa Cruz Biotechnology 
Citoqueratina 10 Conejo Policlonal IHQ Abcam 
Involucrina Conejo Policlonal IHQ LifeSpan BioSciences 
p-Stat3 Conejo Monoclonal IHQ Cell Signaling (#9145) 
SPC Conejo Policlonal IHQ Millipore (AB3786) 
CC10 Cabra Policlonal IHQ Santa Cruz Biotechnology 
ERK Conejo Policlonal IHQ Cell Signaling (#9101) 
Ki67 Conejo Monoclonal IHQ Master Diagnostica 
Caspasa3 Conejo Policlonal IHQ R&D Systems 
Tabla 6. Características de los anticuerpos primarios utilizados. WB: western blot; IF: 
Inmunofluorescencia; IHQ: Inmunohistoquímica; (L.C): Línea celular; (M): MEF; (E.E): 
Extracto epidermal. 
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Goat Anti-Mouse IgG 
(H + L)-HRP Conjugate Cabra Policlonal 
WB 
(L.C/M/E.E) BIORAD 
Goat Anti-Rabbit IgG (H 
+ L)-HRP Conjugate Cabra Policlonal 
WB 
(L.C/M/E.E) BIORAD 
Alexa Fluor 546 goat 
anti-mouse IgG (H+L) Cabra Policlonal IF Invitrogen 
Alexa Fluor 488 goat 
anti-rabbit IgG (H+L) Cabra Policlonal IF Invitrogen 
Diamidino-2-fenilindol 




Tabla 7. Características de los anticuerpos secundarios utilizados. WB: western blot; IF: 
Inmunofluorescencia; IHQ: Inmunohistoquímica; (L.C): Línea celular; (M): MEF; (E.E): 
Extracto epidermal. 
11. Ensayo de retardo en gel o EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay).  
11.1. Fraccionamiento subcelular. 
Para los ensayos de retardo en gel, los extractos nucleares se obtuvieron a partir de células 
H23, H460 y H1299 tratadas con CBDCA (600 µg /ml) durante los periodos de tiempo 
indicados. Las células se lavaron dos veces con PBS frio y se lisaron con el tampón A. El lisado 
se incubó 5 minutos a 4ºC, se le añadió 1/5 de tampón de recuperación de sacarosa y se 
centrifugó a 5.000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Los extractos citoplasmáticos recogidos en el 
sobrenadante se guardaron a -80ºC y los núcleos recogidos en el precipitado se lavaron con el 
tampón B y se centrifugaron a 5.000 rpm durante 5 minutos a 4ºC. Se desechó el sobrenadante y 
se extrajeron las proteínas nucleares con el tampón C. Tras incubar durante 30 minutos en 
agitación a 4ºC y centrifugar a 14.000 rpm durante 5 minutos a 4ºC, se recogió el sobrenadante 
donde se encontraba el extracto nuclear y se desechó el precipitado. 
 
Tampón A: 20 mM Hepes pH 8,0, 10 mM KCl, 0,15 mM EGTA, 0,15 mM EDTA, 0,15 
mM espermina, 10% TritonX-100, 1 M DTT, 0,5 mM ABSF, 1 g/ml leupeptina, 0,5 g/ml 
aprotinina y 0,1 mM Na3VO4. 
Tampón de recuperación de sacarosa: 50 mM Hepes pH 7,0, 0,25 mM EDTA, 10 mM KCl 
y 70% sacarosa. 
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Tampón B: 20 mM Hepes pH 8,0, 50 mM NaCl, 25% glicerol, 0,15 mM EGTA, 0,25 mM 
EDTA, 1,5 mM MgCl2, 1 M DTT, 0,5 mM ABSF, 1 g/ml leupeptina, 0,5 g/ml aprotinina y 
0,1 mM Na3VO4. 
Tampón C: 20 mM Hepes pH 8,0, 50 mM NaCl, 25% glicerol, 0,15 mM EGTA, 0,25 mM 
EDTA, 400 mM NaCl, 1,5 mM MgCl2, 1 M DTT, 0,5 mM ABSF, 1 g/ml leupeptina, 0,5 
g/ml aprotinina y 0,1 mM Na3VO4. 
11.2. Ensayo de retardo en gel o EMSA. 
La sonda utilizada para detectar la presencia de NFB en el núcleo contiene un elemento 
B de la cadena de las Inmunoglobulinas que es reconocido por este factor de transcripción 
(219). La secuencia de los oligonucleótidos utilizados es la siguiente: 
5´-agttgaggggactttcccaggc-3´  
3´-gcctgggaaagtcccctcaact-5´ 
Esta sonda se marcó radiactivamente con P32-ATP utilizando la T4 polinucleótido quinasa  
(Boehringer Mannheim).  
 
Se incubaron 2 µg de proteína nuclear de cada una de las condiciones del experimento con 
la sonda marcada radiactivamente en tampón de reacción durante 15 minutos a temperatura 
ambiente. Posteriormente, se resolvieron los complejos ADN-proteína en un gel de 
poliacrilamida con una concentración del 3,5% en tampón de electroforesis, se secó el gel y se 
detectó la marca radiactiva mediante exposición a una película de autorradiografía Konica. 
 
Para los ensayos de supermovilidad o supershift, se incubaron las muestras tratadas con 
CBDCA con los anticuerpos específicos de p50, p65 o RelB durante 15 minutos antes de la 
incubación con la sonda marcada radiactivamente. 
 
Para realizar las competiciones especificas de unión a la sonda, se usó un exceso de 100 
veces de la sonda con la secuencia consenso de unión a NFB sin marcar radiactivamente y para 
las competiciones de unión inespecíficas, se usó un exceso de 100 veces de una sonda que 
contiene 2 mutaciones en el sitio B. 
 
Tampón de reacción: tampón de unión 2X (BB2X: 40mM Hepes pH 7,0, 140 mM NaCl, 4 
mM DTT, 0.01% NP-40, 100 g/ml BSA y 4% Ficoll), 0,2 g/ml Poly DIDC y tampón C. 
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12. Inmunohistoquimica (IHQ) e Inmunofluorescencia (IF). Análisis 
multiespectral. 
La determinación inmunohistoquímica de SPC, CC10, ERK, Ki67 y caspasa3 en pulmones 
de ratones K-ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y K-ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- tratados con 4-OHT se 
realizó a partir de secciones de 3 m de bloques de los tejidos fijados con formalina y 
embebidos en parafina como se detalla en el apartado 13.6. Las muestras se desparafinaron 
durante toda la noche a 60ºC y al día siguiente se hidrató el tejido por baños consecutivos de 5 
minutos en xilol, etanol al 100%, 96% y 70%. Posteriormente se sumergieron las secciones en 
agua destilada y se procedió a la recuperación antigénica en citrato sódico pH=6 durante 10 
minutos. Se incubaron las muestras con 3% de H2O2 en metanol durante 30 minutos a 
temperatura ambiente y se bloquearon con 2% BSA durante 1 hora a temperatura ambiente. Los 
anticuerpos monoclonales y policlonales primarios SPC, CC10, ERK, Ki67 y caspasa3 se 
diluyeron 1:50, 1:1000, 1:300, 1:300 y 1:300 respectivamente, en 1% BSA en PBS y se 
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Los cortes fueron lavados e incubados con el 
anticuerpo secundario EnVision durante 45 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las 
secciones y como sustrato cromogénico se añadió diaminobenzidina (DAB) (EnVision FLEX 
DAB+ Chromogen; DAKO) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los cortes se 
contrastaron utilizando hematoxilina-eosina, para lo cual se deshidrataron progresivamente por 
inmersión en soluciones de alcohol de diferente grado y se secaron con xilol. Una vez realizada 
la deshidratación, se procedió a montar las secciones con cubreobjetos utilizando pegamento 
específico de tejido Pertex. 
Los tejidos normales y tumorales de los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- tratados o no con DMBA 
y/o TPA utilizados en este estudio, fueron cortados en secciones de 3 m a partir de bloques de 
los tejidos fijados con formalina y embebidos en parafina como se detalla en el apartado 13.6. 
Estos bloques contenían tanto papiloma escamoso, papiloma escamoso con displasia, carcinoma 
in situ o carcinoma invasivo como tejido no tumoral adyacente. La determinación 
inmunohistoquímica de Citoqueratina 10, loricrina, involucrina, Stat3 y p53 se realizó mediante 
el desparafinado y la rehidratación de las secciones, que posteriormente se sometieron a altas 
temperaturas y a presión para conseguir el desenmascaramiento de los antígenos de interés. Este 
desenmascaramiento se realizó con la incubación de las secciones en la solución EnVision 
FLEX Target Retrieval Solution High pH durante 20 minutos en el PTLink (DAKO). A 
continuación, se bloqueó la actividad peroxidasa endógena mediante la incubación con 
EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (DAKO) y se lavó con la solución EnvisionFlex 
wash buffer 20x (DAKO). Los anticuerpos policlonales primarios Citoqueratina 10, loricrina, 
involucrina, Stat3 y p53 se diluyeron 1:300, 1:200, 1:750, 1:500 y 1:500 respectivamente, en el 
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diluyente Envision Flex Antibody diluent (DAKO) y se incubaron durante 30 minutos a 
temperatura ambiente. Los cortes fueron lavados con Envision Flex wash buffer 20x (DAKO) e 
incubados con el polímero de dextrano EnVision FLEX+ Mouse (DAKO) durante 30min a 
temperatura ambiente. Se lavaron las secciones con Envision Flex wash buffer 20x (DAKO) y 
como sustrato cromogénico se añadió diaminobenzidina (DAB) (EnVision FLEX DAB+ 
Chromogen; DAKO) durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los cortes se contrastaron 
utilizando hematoxilina-eosina, para lo cual se deshidrataron progresivamente por inmersión en 
soluciones de alcohol de diferente grado y se secaron con xilol. Las inmunohistoquimicas se 
realizaron de forma automatizada utilizando un Autostainer (DAKO).  
Para el análisis multiespectral, las imágenes de los casos de inmunohistoquimica se 
adquirieron a intervalos de 10nm de longitud de onda comprendidos entre 420 y 700nm usando 
el microscopio Leica DM2000 equipado con el sistema Nuance FX Multispectral Imaging 
System (CRI Inc.). Antes de la adquisición de los datos espectrales de cada imagen, se realizó 
una autoexposición de un área vacía del portaobjetos, para compensar las variaciones en la 
intensidad de la fuente, la eficiencia de transmisión del filtro y la sensibilidad de la cámara. Los 
colorantes puros para DAB y Hematoxilina se procesaron desde una librería creada y se 
emplearon para separar los colores de los cubos (agrupación de imágenes tomadas las diferentes 
longitudes de onda) de cada imagen usando el software Nuance 1.6.4. Para cada caso se 
tomaron las imágenes de referencia, seguido de tres imágenes representativas del tejido 
utilizando el mismo tiempo de exposición. Después de la deconvolución de las imágenes, los 
datos espectrales se corrigieron para compensar las irregularidades de iluminación y el fondo. 
Las señales positivas fueron convertidas a unidades de densidad óptica. El umbral de señal fue 
determinado creando un pseudo-color que resalta las señales positivas. El análisis cuantitativo 
de los marcadores de diferenciación (loricrina, involucrina y citoqueratina 10) dio datos de la 
intensidad media de las regiones de interés de la epidermis. Se calculó el valor medio de la 
intensidad de la señal de todas las regiones de interés de cada caso para el análisis estadístico. 
 
Para los experimentos de inmunofluorescencia, los tejidos normales y tumorales de los 
ratones mkp1+/+ y mkp1-/- tratados o no con TPA utilizados en este estudio, fueron cortados en 
secciones de 3 m a partir de bloques de los tejidos fijados con formalina y embebidos en 
parafina como se detalla en el apartado 13.6. Las secciones fueron desparafinadas y pretratadas 
con tampón citrato 10 mM pH6 (Target retrieval solution 10x S2031; DAKO), en olla exprés a 
presión máxima durante 3 minutos. A continuación, se incubaron con proteinasa K durante 10 
minutos a 37ºC en un Hybridizer (DAKO), se lavaron con una solución de lavado y los cortes 
fueron incubados con el anticuerpo primario anti-Bromodesoxiuridina 1µg/ml en diluyente 
(Envision Flex Antibody diluent; DAKO) a 30ºC en un Hybridizer (DAKO) durante toda la 
Materiales y Métodos 
53 
 
noche. Posteriormente, las secciones se lavaron con una solución de lavado, se deshidrataron 
progresivamente por inmersión en soluciones de alcohol de diferente grado y se incubaron con 
el anticuerpo secundario DAPI durante 45 minutos a 37ºC. Finalmente, se obtuvieron las 
imágenes con un microscopio de fluorescencia (Leica DM2000). 
 
En el caso de las células H1299 y H23, se sembraron las células en portas colocados en 
placas de 60mm y se trataron con CBDCA (600 g/ml) durante 30 minutos y 4 horas. Las 
células se fijaron en 80% etanol y se procedió al bloqueo de la peroxidasa endógena con el 
reactivo EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent. A continuación se lavaron las células 
con la solución EnvisionFlex wash buffer 20x y se incubaron con el anticuerpo primario 
correspondiente, p65 o RelB (dilución 1:200 en ambos casos), durante 1 hora. Posteriormente, 
las células fueron lavadas e incubadas con los anticuerpos secundarios Alexa 546 y Alexa 488 
(dilución 1:1000 en ambos casos) conjuntamente durante 1 hora, se volvieron a lavar y se contra 
tiñeron con el anticuerpo secundario DAPI durante 45 minutos. Finalmente, se obtuvieron las 
imágenes con un microscopio de fluorescencia (Leica DM2000). 
13. Modelos animales. 
13.1. Líneas de ratones utilizadas. 
Las diferentes cepas de ratones empleadas en esta memoria, así como sus características y 
origen, se detallan en la Tabla 8. 
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Cepa Características Comentario Procedencia 
mkp1+/+ Línea WT para MKP1 
Cepa consanguínea de 






mkp1-/- Línea KO para MKP1 
Cepa generada por 
interrupción del exón 2 
por inserción de un 
casete de resistencia a 
neomicina (75) en 





K-Ras+/V12 Línea HT para K-rasV12 
Cepa obtenida por 
mutación con pérdida 
de sentido en la que se 
produce el cambio de 
base G→T en la 
segunda base del 
codón 12 del locus del 
gen K-Ras (108) en 
ratones con fondo 
genético C57BL/6. 
Dra. Carmen 




Línea KI para la 
recombinasa Cre-
ERT2 
Cepa que expresa la 
recombinasa inducible 
Cre-ERT2 (36) bajo el 
control del locus que 
codifica la subunidad 
grande de la ARN 
polimerasa II en ratones 
con fondo genético 
C57BL/6. 
Dra. Carmen 






Línea triple: HT para K-
rasV12, KI para la 
recombinasa Cre-









Línea triple: HT para K-
rasV12, KI para la 
recombinasa Cre-
ERT2 y KO para MKP1
 
Cepa 





Línea triple: HT para K-
rasV12, KI para la 
recombinasa Cre-
ERT2 y HT para MKP1 
 
Cepa 
generada en el 
laboratorio 






Línea triple: WT para 
K-rasV12, KI para la 
recombinasa Cre-









Línea triple: WT para 
K-rasV12, KI para la 
recombinasa Cre-
ERT2 y KO para MKP1
 
Cepa 





Línea triple: WT para 
K-rasV12, KI para la 
recombinasa Cre-
ERT2 y HT para MKP1 
 
Cepa 





Línea triple: WT para 
K-rasV12, WT para la 
recombinasa Cre-









Línea triple: WT para 
K-rasV12, WT para la 
recombinasa Cre-
ERT2 y KO para MKP1
 
Cepa 
generada en el 
laboratorio 
Tabla 8. Características de las cepas de ratones utilizadas. WT: wild type; KO: knock-out; 
HT: heterocigoto; KI: knock-in. 
Cada una de las líneas HT o WT para K-rasV12 y KI o WT para la recombinasa Cre-ERT2 
se mantuvo por separado y se cruzaron entre sí y con las líneas de los diferentes genotipos de 
MKP1, para obtener las distintas combinaciones de genotipos en la misma camada y reducir así 
la posible variabilidad genética. 
13.2. Genotipaje de las colonias utilizadas. 
13.2.1. Extracción de ADN genómico a partir de colas de ratón. 
El genotipo de los diferentes ratones se identificó a partir de ADN genómico extraído de 
las colas de los ratones conservadas a -80ºC, utilizando el kit comercial REDExtract-N-AmpTM 
tissue PCR kit (XNAT kit, Sigma). Las colas se incubaron en una mezcla formada por una 
solución de preparación del tejido y una solución de extracción durante 10 minutos a 
temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron las muestras a 95ºC durante 3 minutos y a 
continuación se les añadió una tercera solución de neutralización. El ADN aislado se guardó a -
20ºC o se utilizó directamente para realizar la PCR como se indica en el siguiente apartado. 
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13.2.2. PCR para genotipado de los ratones. 
Una alícuota del ADN genómico extraído se añadió directamente sobre una mezcla de PCR 
suministrada por el proveedor del kit y los diferentes cebadores y se procedió a realizar la PCR. 
En la Tabla 9 se detallan los cebadores, los programas seguidos y los productos de PCR 
obtenidos en cada una de las PCR realizadas para identificar las modificaciones genéticas de 
cada cepa murina utilizada en esta memoria. 
Cepa Cebador: Secuencia (5´- 3´) Programa de termociclador
Tamaño del 
amplicón (pb) 
+/+ +/- -/- 
mkp1 
GAGGATATGAAGCGTTTTCGG 94ºC 5m / (94ºC 1m / 
50ºC 1m / 72ºC 1m) 
30 ciclos / 72ºC 7m 
220 220 / 300 300 CCAGCTCATTCCTCCACTCATG
CCTGGCACAATCCTCCTAGAC 
K-Ras 
CACTGGACACTGAGGGTCA 94ºC 2m / (94ºC 40s / 
55ºC 40s / 72ºC 1m) 
35 ciclos / 72ºC 10m 





TGAGCGAACAGGGCGAA 94ºC 2m / (94ºC 40s / 
55ºC 40s / 72ºC 1m) 
35 ciclos / 72ºC 10m 
400 
400 / 
700 700 GTCAGTACACATACAGACTT 
TCCATGGAGCACCCAGTGAA 
Tabla 9. Características de las PCR utilizadas para el genotipado de las diferentes cepas 
de ratón. 
13.3. Mantenimiento de las colonias experimentales. 
Los ratones de las cepas mkp1+/+ y mkp1-/- utilizadas en este trabajo se mantuvieron en un 
fondo genético mixto C57BL/6 X 129SVJ y los ratones de las líneas K-Ras+/V12 y RERT+/ERT en 
un fondo genético puro C57BL/6. Se establecieron colonias de entre 15 y 30 ratones (según la 
cepa) de cada genotipo mediante cruces en heterocigosis y homocigosis (cuando fue posible). 
Todos los ratones fueron criados en las instalaciones del Servicio de Experimentación Animal 
del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” del C.S.I.C, en salas específicas de 
esta especie ventiladas, esterilizadas y manteniéndose controladas las condiciones de luz, 
temperatura, humedad, presión, comida y agua, cumpliendo los requisitos necesarios para 
estabular dichas especies (nº de registro en  la Dirección General de Ganadería 28079 –37-A). 
Todos los ratones fueron viables y fértiles, y mostraron un ratio normal de machos y hembras en 
la progenie. La esperanza de vida de estos ratones fue similar a la presentada por los ratones 
control y no se observó ningún problema de salud visible. Cuando se detectó cualquier signo 
importante de enfermedad, los ratones fueron sacrificados mediante inhalación de CO2 con el 
fin de evitar el sufrimiento del animal. Todos los procedimientos con los animales se llevaron a 
cabo basándose en lo estipulado por el Consejo de las Comunidades Europeas, directiva 
86/609/EEC. 
Materiales y Métodos 
57 
 
13.4. Ensayos carcinogénicos. 
13.4.1. Tratamiento con 4-Hidroxitamoxifeno. 
El 4-Hidroxitamoxifeno (4-OHT) tiene una estructura química de tipo esteroídico por lo 
que únicamente es soluble en disolventes orgánicos (acetona, etanol, cloroformo… etc.). Estos 
solventes nunca pueden ser utilizados como vehículo en la administración intraperitoneal por 
los importantes efectos tóxicos que desencadenan. Para la administración del 4-OHT recurrimos 
a la preparación de una suspensión del mismo en aceite de maíz utilizando para ello un 
sonicador. Esta preparación es bastante inestable por lo que se debe reconstituir de nuevo, por 
sonicación, antes de cada administración.  
La activación del alelo K-RasV12 se llevó a cabo cuando los ratones tenían entre 2 y 3 
meses de edad mediante una única inyección intraperitoneal de 500 g de 4-OHT 
homogeneizado en aceite de maíz (Sigma). Pasados 8 meses de la inyección, se sacrificaron los 
ratones mediante inhalación de CO2 y se procedió a la necropsia como se indica en el apartado 
13.5. La Tabla 10 muestra el número de ratones por el que estaba formado cada grupo 
experimental. 
K-Ras RERT mkp1 Nº ratones 
HT KI WT 10  
HT KI HT 13  
HT KI KO 9  
WT KI WT 6 + 
WT KI HT 4 4-OHT 
WT KI KO 4  
WT WT WT 6  
WT WT KO 6  
HT KI WT 2  
HT KI HT 3  
HT KI KO 3  
WT KI WT 2 - 
WT KI HT 1 4-OHT 
WT KI KO 1  
WT WT WT 4 
 
WT WT KO 4 
Tabla 10. Número de ratones que forman cada grupo experimental. WT: wild type; HT: 
heterocigoto; KO: knock-out; KI: knock-in; 4-OHT: 4-Hidroxitamoxifeno. 
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13.4.2. Inducción química de tumores de piel de ratón. 
Los tumores fueron inducidos en la piel dorsal de los ratones previamente afeitados. Cada 
grupo experimental estaba formado por 17 ratones mkp1+/+ y 16 ratones mkp1-/- de entre 12 y 14 
semanas. Los ratones recibieron una única dosis tópica en piel de 32 g de DMBA diluido en 
200 l de acetona y una semana después, se les aplicó dos dosis semanales de 12,5 g de TPA 
diluido en 200 l de acetona cada una, durante 14 semanas. Los ratones control se trataron sólo 
con 200 l de acetona en cada aplicación. A lo largo de todo el experimento, los ratones fueron 
afeitados el día previo al tratamiento para favorecer la distribución tópica del agente químico, 
hasta que aparecieron las lesiones. Una vez por semana, se examinó detenidamente la piel de los 
animales, cuantificando el número de ratones que presentaba lesión cutánea (incidencia), así 
como el número de lesiones observadas en cada animal (multiplicidad). Al término del 
experimento, 24 semanas después de aplicar la primera dosis de TPA, se sacrificaron los ratones 
mediante inhalación de CO2 y se procedió a la necropsia como se indica en el apartado 13.5. 
13.4.3. Tratamiento agudo con DMBA y TPA de la piel de ratones adultos. 
Se seleccionaron dos grupos experimentales de 18 ratones mkp1+/+ y 18 ratones mkp1-/- de 
entre 3 y 5 meses de edad. Se afeitó el lomo de los ratones y 3 días después, 16 ratones de cada 
genotipo fueron tratados tópicamente en la piel dorsal con 12,5 g de TPA diluido en  200 l de 
acetona. A las 24 horas del tratamiento se sacrificaron 4 ratones tratados con TPA y 2 ratones no 
tratados de cada genotipo; los 12 ratones restantes mkp1+/+ y 12 ratones mkp1-/- fueron tratados 
tópicamente en la piel dorsal con 12,5 g de TPA diluido en  200 l de acetona. Pasadas 24 
horas del tratamiento se sacrificaron 4 ratones de cada genotipo y los 8 ratones restantes de cada 
genotipo fueron tratados tópicamente en la piel dorsal con 12,5 g de TPA diluido en  200 l de 
acetona. Este procedimiento se repitió durante 24 y 48 horas más. Para el estudio del efecto del 
tratamiento agudo con DMBA se realizó el mismo protocolo aplicando 32 g de DMBA diluido 
en  200 l de acetona en la piel dorsal de los ratones. Todos los ratones tratados con TPA fueron 
inyectados intraperitonealmente con bromodesoxiuridina (BrdUrd) 1 hora antes de ser 
sacrificados. La dosis empleada fue de 100 g de una solución 10 mg/ml de BrdUrd disuelta en 
PBS y NaOH, por cada gramo de peso del ratón. Finalmente, se procedió a la necropsia y 
procesamiento de las pieles como se indica en el apartado 13.5. 
13.4.4. Tratamiento con DMBA y TPA de piel de ratón para el estudio de la 
expresión de quinasas. 
Se seleccionaron dos grupos experimentales de ratones mkp1+/+ (n=12) y mkp1-/- (n=12) de 
ambos sexos de entre 2 y 3 meses de edad. Se afeitó el lomo de los ratones y 3 días después se 
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les aplicó tópicamente en la piel dorsal 32 g de DMBA diluido en 200 l de acetona, 12,5 g 
de TPA diluido en 200 l de acetona o 200 l de acetona que servirá como control. Tres horas 
después del tratamiento, se sacrificaron los ratones mediante inhalación de CO2 y se procedió a 
la obtención de los extractos proteicos epidermales como se indica en el apartado 10. 
Finalmente, se realizó el análisis de expresión de proteínas mediante la técnica de western blot 
como se indica en el apartado 10. 
13.5. Necropsia y procesamiento de pieles. 
Una vez sacrificados los animales, se llevó a cabo la necropsia completa y se recogieron 
muestras de determinados tejidos para realizar el análisis histológico y molecular. La 
manipulación de las muestras obtenidas se realizó en un entorno aséptico y con material estéril, 
procurando que el período de tiempo en el que la muestra se encontró a temperatura ambiente, 
sin fijar, fuera el mínimo posible. En los ratones tratados con DMBA y/o TPA se recogió sólo la 
piel, mientras que en aquellos que se trataron con 4-OHT se recogieron diferentes tejidos tanto 
si eran normales como si estaban alterados (pulmón, piel, patas, labios, páncreas, colon, 
estomago, bazo e hígado). Las muestras se fijaron inmediatamente en paraformaldehído al 4% 
tamponado en PBS, en el mismo quirófano, y se guardaron 24 horas a 4ºC para asegurar una 
buena fijación. Posteriormente, se lavaron en PBS hasta la eliminación de los restos de fijador y 
se procedió a la inclusión de las piezas en parafina como se indica en el apartado 13.6. También 
se recogieron muestras de tejidos normales y tumorales que se congelaron en nieve carbónica y 
se almacenaron a -80ºC. Algunos de estos tejidos congelados se disgregaron y lisaron con 
solución de lisis celular para extracción de proteína como se describe en el apartado 10 y se 
utilizaron para analizar la expresión de determinadas proteínas por western blot. 
13.6. Inclusión de muestras en parafina. 
La inclusión de las muestras en parafina se realizó a través de la deshidratación previa de 
las muestras mediante lavados con concentraciones crecientes de etanol hasta llegar al etanol 
absoluto (2 lavados de 1 hora cada uno a 40ºC). Posteriormente, se lavaron dos veces con xilol 
durante 1 hora a 40ºC y finalmente, las piezas se sumergieron en dos baños consecutivos de 
parafina a 60ºC, de 3 horas cada uno. 
Los bloques se realizaron con parafina limpia a 60ºC depositada en moldes metálicos, 
donde las piezas se orientaron convenientemente. La inclusión definitiva se realizó con ayuda de 
casetes, dejando que la parafina se solidificara a temperatura ambiente y en placa fría, para 
posteriormente terminar de solidificar en nevera a 4ºC. 
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Una vez incluidas las muestras, se obtuvieron bloques de los que se hicieron varias 
secciones de 3 µm en un microtomo automático (Microm) que se tiñeron con hematoxilina-
eosina y/o diferentes anticuerpos como se describe en el apartado de Inmunohistoquimica e 
Inmunofluorescencia (12). 
13.7. Tinción con hematoxilina-eosina. 
Se procedió al desparafinado de las secciones utilizando xilol (3 pases de 5 minutos cada 
uno) y se rehidrataron empleando concentraciones decrecientes de etanol durante 3 minutos 
cada uno, desde el etanol absoluto hasta el etanol al 70%, para acabar con tres lavados de agua 
destilada durante 5 minutos cada uno. Tras desparafinar y rehidratar las secciones se procedió a 
su tinción con hematoxilina (Hematoxylin solution modified acc. to Gill III ref: 1051742500) 
durante 10 minutos y se lavaron en agua destilada durante 15 minutos. Posteriormente, se 
realizó la tinción con eosina (Eosin Y solution 0.5% aqueous ref: 1.09844) durante 1 minuto, se 
deshidrataron mediante concentraciones crecientes de etanol de 10 minutos cada lavado hasta 
etanol absoluto, y dos lavados con xilol durante 10 minutos cada uno. Una vez realizada la 
deshidratación, se procedió a montar las secciones con cubreobjetos utilizando Eukitt. 
13.8. Tinción de LacZ con X-Gal. 
Para la tinción de LacZ de los pulmones de ratones tratados con 4-OHT se hicieron cortes 
del tejido pulmonar en secciones de 10 m en un criostato a partir de bloques de los tejidos 
embebidos en OCT. Se dejaron los cortes a temperatura ambiente durante 1 hora y a 
continuación se introdujeron en la solución fijadora durante 5-10 minutos. Transcurrido este 
tiempo se lavaron los cortes con la solución de lavado y a continuación se realizaron dos 
lavados adicionales de 20 minutos cada uno. Posteriormente, los cortes se incubaron con la 
solución de tinción en una estufa durante toda la noche y al día siguiente se lavaron con la 
solución de lavado. Se hicieron dos lavados más de 20 minutos cada uno y se sumergieron en 
PBS1X durante 20 minutos. Posteriormente, se lavaron los cortes con agua destilada, se dejaron 
secar durante 5 minutos y se contrastaron incubando durante 1 minuto con Nuclear Fast Red 
(Sigma). Se lavaron los tejidos con agua destilada y se deshidrataron siguiendo un protocolo 
convencional en gradiente de concentraciones de etanol y xilol absoluto. Una vez realizada la 
deshidratación, se procedió a montar las secciones con cubreobjetos utilizando pegamento 
específico de tejido Pertex. 
Solución fijadora: 0,2% Glutaraldehído, 5 mM EGTA, 2 mM MgCl2, 0,1 M solución 
fosfato sódico en agua.  
Solución de lavado: 0,1 M solución fosfato sódico, 2 mM MgCl2, 0,01% deoxicolato 
sódico, 0,02% Nonidet P-40 en agua. 
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Solución de tinción: 1mg/ml X-Gal, 1 mM Espermidina HCl, 5 mM K3Fe(CN)6, 5 mM 
K3Fe(CN)6-6H2O en solución de lavado. 
13.9. Análisis patológico. 
La evaluación morfológica de las lesiones y de la piel adyacente de las secciones teñidas 
con hematoxilina-eosina y con los diferentes anticuerpos se llevó a cabo en un microscopio 
Leica DM2000. La morfometría (grosor) de la epidermis se determinó con la aplicación de 
medida del microscopio Leica DMD108.  
13.10. Extracción de epidermis a partir de piel de ratón.  
Después de exponer los ratones a los diferentes tratamientos se sacrificaron mediante 
inhalación de CO2, se colocaron en un recipiente con hielo aislado para mantener el ratón frio y 
conservar la piel evitando que se moje ésta, y se procedió a la extracción de la epidermis de la 
piel. Para ello, se extrajo la piel del ratón y se colocó estirada sobre una placa de 35mm, 60mm 
o 10cm dependiendo del tamaño del tejido, orientando la dermis hacia abajo y la epidermis 
hacia arriba y evitando la formación de arrugas. Se añadió tripsina 0,25% (Gibco) en la placa de 
modo que el tejido flote pero no se moje la epidermis y se incubó durante 4 horas a 37ºC. A 
continuación, se colocó la piel en otra placa y utilizando dos pinzas de punta fina se separó la 
epidermis de la dermis y se almacenaron por separado a -80ºC hasta proceder a la extracción de 
proteínas como se indica en el apartado 10. 
14. Análisis estadístico. 
Los datos que se muestran son la media ± la desviación estándar (S.D) de al menos tres 
experimentos independientes. Para el análisis de los datos obtenidos de los ensayos con ratones, 
las comparaciones de medias entre variables continuas se realizó utilizando el test U de Mann-
Whitney en el caso de distribuciones no normales, o t de Student para distribuciones normales. 
Valores de p menores a 0,05 fueron considerados estadísticamente significativos. 
15. Consideraciones éticas. 
El uso de las muestras procedentes de tumores humanos para este estudio ha sido aprobado 
por el Comité Ético del Hospital Fundación Jiménez Díaz de Madrid. Todos los pacientes 
dieron un consentimiento informado. Asimismo, todos los animales de experimentación 
utilizados en este trabajo han sido mantenidos en las instalaciones del Servicio de 
Experimentación Animal del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” del 
C.S.I.C, siguiendo las directrices de la autoridad competente del Gobierno Español y de acuerdo 





















1. CARACTERIZACIÓN DE LA FUNCIÓN DE MKP1 EN RESPUESTA A 
DIFERENTES AGENTES ANTITUMORALES. 
Como hemos comentado en la introducción, una de las principales causas de muerte por 
cáncer es el desarrollo de resistencia de las células tumorales a la radioterapia y/o quimioterapia. 
El tratamiento con algunos agentes antitumorales induce supervivencia celular o muerte celular 
programada o apoptosis mediante la activación de distintas rutas de señalización entre las que se 
encuentran las MAPKs, cuya actividad es regulada por la proteína con actividad fosfatasa 
MKP1. Basándonos en esto nos planteamos que la regulación de estas quinasas por MKP1 
podría contribuir a la sensibilización de las células tumorales a dichos agentes. Por este motivo, 
decidimos investigar el papel de MKP1 en respuesta a diferentes agentes quimioterápicos 
empleados en el tratamiento del cáncer en clínica, y si existe alguna relación con la apoptosis 
inducida por éstos. Como sistema modelo utilizamos fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) 
derivados de ratones nulos para MKP1. 
1.1. Expresión de la proteína MKP1 en células MEFs derivadas de ratones 
hembras mkp1+/+ y mkp1-/-. 
Seleccionamos un grupo de ratones hembras mkp1+/+ y mkp1-/- e identificamos su genotipo 
mediante PCR a partir de ADN genómico extraído de las colas de los animales obtenidas justo 
después de ser sacrificados. La figura 1A muestra la expresión de los alelos wild types en los 
ratones hembras mkp1+/+ y la expresión de los alelos mutantes en los ratones hembras mkp1-/-. 
Cuando estos ratones hembras se encontraban en el día 13,5 post-concepción, extrajimos los 
embriones y generamos fibroblastos embrionarios murinos (MEFs) a partir de ellos como se 
describe en materiales y métodos. Para comprobar la presencia o ausencia de expresión de 
MKP1 en estas células analizamos la expresión de esta fosfatasa en los MEFs mediante western 
blot. El análisis por immunoblot mostró la expresión de la fosfatasa MKP1 en los MEFs 
mkp1+/+ mientras que la interrupción del gen mkp1 produjo la pérdida completa de la proteína 
MKP1 en las células MEFs mkp1-/- (Figura 1B), coincidiendo con el genotipo de los ratones 
hembras utilizados para generar las correspondientes células MEFs. 
 Estos resultados demuestran que los MEFs mkp1+/+ utilizados en este trabajo expresan la 
proteína MKP1, mientras que los MEFs mkp1-/- carecen de la expresión de la fosfatasa.  




1.2. Supervivencia celular de MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- en respuesta a 
diferentes agentes antitumorales.  
En primer lugar estudiamos la viabilidad celular de MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- tras 
tratamientos con varios fármacos antineoplásicos en una curva de dosis repuesta. Entre los 
agentes antitumorales empleados en las terapias oncológicas seleccionamos algunos compuestos 
que pueden dividirse en tres categorías en función de cómo actúan y cómo afectan a las células 
cancerosas. Dentro del grupo de agentes quimioterápicos que afectan a la estructura del 
ADN elegimos los agentes alquilantes cis-Platino (CDDP), carboplatino (CBDCA) y 
Oxaliplatino (OXALI-Pt), los inhibidores de Topisomerasas doxorubicina (DOXO) y etopósido 
(ETOP) y el agente que causa rotura en las dos cadenas del ADN, bleomicina (BMC). Entre los 
agentes que afectan la síntesis del ADN escogimos el 5-fluorouracilo (5-FU, análogo de 
pirimidina); y finalmente, de la categoría de agentes que afectan al citoesqueleto decidimos 
utilizar la vincristina (VINC) y el taxol (TAXOL).  
Como se muestra en la tabla 1 el tratamiento con agentes alquilantes (CDDP, CBDCA y 
OXALI-Pt) induce una mayor sensibilidad en las células que no expresan la fosfatasa respecto a 
las células que sí la expresan, como se observa por una disminución de más de la mitad en la 
IC50 de los tres compuestos. Por el contrario, el tratamiento con inhibidores de topoisomerasas 
(ETOP y DOXO), agentes que producen rotura de doble cadena en el ADN (BMC) y agentes 
que afectan al citoesqueleto (VINC y TAXOL) o a la síntesis de ADN (5-FU), no produce 
 
Figura 1: Análisis de la expresión de MKP1 en ratones y MEFs mkp1+/+ y mkp1-/-. Se 
seleccionaron 2 ratones hembras mkp1+/+ y  mkp1-/- en día 13,5 post-concepción y se sacrificaron. Se 
les cortó un trozo de cola, se extrajo el útero de cada animal y se procedió a la generación de las 
células MEFs como se describe en materiales y métodos. A) Se extrajo el ADN genómico de las 
colas de los ratones hembras mkp1+/+ y mkp1-/- y se confirmó el genotipo de MKP1 mediante PCR. 
Las bandas superiores (300pb) corresponden al alelo mutante y las bandas inferiores (220pb) 
corresponden al alelo wild type. pb: pares de bases. B) Se obtuvieron los extractos proteicos de las 
células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- generadas a partir de los ratones hembras del apartado A y se 




diferencias significativas en la sensibilidad entre ambas líneas celulares. Esto sugiere que MKP1 
regula de forma específica la sensibilidad a agentes alquilantes. 
1.3. Activación de las vías de las MAPKs en respuesta a diferentes agentes 
quimioterapéuticos en MEFs mkp1+/+ y mkp1-/-. 
Con el fin de determinar si las diferencias observadas en la sensibilidad a los diferentes 
agentes quimioterápicos son debidas a la regulación de las MAPKs por MKP1, decidimos 
investigar el efecto de la ausencia de la fosfatasa sobre la activación de las rutas de señalización 
pertenecientes a la familia de las MAPKs tras tratamiento con los diferentes agentes 
antitumorales. 
1.3.1. Rutas de muerte celular activadas por distintos agentes 
quimioterapéuticos en MEFs mkp1+/+ y mkp1-/-. 
El estudio de las actividades de JNK1/2 y p38 en respuesta a los distintos agentes 
antineoplásicos, nos permitió observar que el tratamiento de las células MEFs mkp1-/- con los 
agentes alquilantes produce una fuerte activación de las actividades de JNK1/2 y p38 que no 
tiene lugar en las células MEFs mkp1+/+ (Figura 2). Sin embargo, no se observaron diferencias 
significativas en la actividad de las MAPKs entre ambas líneas celulares tras ser tratadas con el 




MEFs mkp1+/+ MEFs mkp1-/- 
CDDP (µg/ml) 2,1 ± 0,063 0,7 ± 0,021 
CBDCA (µg/ml) 71 ± 2,130 32 ± 0,960 
OXALI-Pt (µg/ml) 14 ± 0,420 4,9 ± 0,147 
ETOP (µM) 15 ± 0,450 11,4 ± 0,342 
DOXO (µM) 0,004 ± 0,00012 0,003 ± 0,00009 
BMC (U/ml) 0,0007 ± 0,000021 0,0009 ± 0,000027 
VINC (µM) 0,007 ± 0,00021 0,004 ± 0,00012 
TAXOL (µM) 0,42 ± 0,0126 0,41 ± 0,0123 
5-FU (µM) >200 >200 
 
Tabla 1: Sensibilidad de las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- en respuesta al tratamiento con 
diferentes agentes antitumorales. Se sembraron ambas líneas celulares y al día siguiente se 
trataron con los agentes quimioterápicos indicados en una rango de concentraciones especifico para 
cada compuesto. Tras 72 horas de incubación se determinó el porcentaje de células viables mediante 
la técnica de cristal violeta. En la tabla se indica los valores de IC50 correspondiente a cada línea 
celular en respuesta al tratamiento con los distintos agentes antineoplásicos. Los datos representan la 
media ± S.D de tres experimentos independientes realizados por cuadruplicado. CDDP, cis-Platino; 
CBDCA, carboplatino; OXALI-Pt, oxaliplatino; ETOP, etopósido; DOXO, doxorrubicina; BMC, 
bleomicina; VINC, vincristina; TAXOL, taxol; 5-FU, 5-Fluorouracilo. 
 
 






Figura 2: Cinéticas de activación de JNK1/2 y p38 en las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- en 
respuesta a diferentes agentes antitumorales. Las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- fueron tratadas con 
los diferentes agentes quimioterápicos a una concentración específica para cada compuesto durante los 
periodos de tiempo indicados. Se obtuvieron los extractos proteicos celulares y se estudiaron mediante 
western blot los cambios en la fosforilación de JNK1/2 y p38, utilizando anticuerpos específicos para 
las formas activas. Como control de carga se utilizó -Tubulina. Los datos son representativos de dos 
experimentos independientes. CDDP, cis-Platino; CBDCA, carboplatino; OXALI-Pt, oxaliplatino; 





Como marcador apoptótico estudiamos la activación de la caspasa-3 tras 24 horas de 
tratamiento de las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- con los diferentes agentes 
quimioterapéuticos, y observamos que el tratamiento con todos los agentes antitumorales induce 
un aumento en la activación de esta caspasa en las células MEFs mkp1-/- respecto a las MEFs 
mkp1+/+, siendo el efecto mayor cuando se trata con los agentes alquilantes, especialmente con 
carboplatino (Figura 3), lo que coincide con el aumento de actividad JNK1/2 y p38 observados 
anteriormente. 
1.3.2. Rutas de supervivencia celular activadas por distintos agentes 
quimioterapéuticos en MEFs mkp1+/+ y mkp1-/-. 
Finalmente estudiamos la activación de la vía de supervivencia ERK1/2 en las células 
MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- tras tratamiento con los distintos agentes quimioterápicos. No 
observamos diferencias significativas en la cinética y magnitud de activación de esta quinasa 
entre ambas líneas celulares en ningún caso (Figura 4), lo que sugiere que la actividad de 
ERK1/2 es independiente de la expresión de MKP1 en respuesta a los diferentes agentes 
antineoplásicos.  
 
El conjunto de estos resultados nos hizo pensar que la función de MKP1 es específica 
para la regulación de la apoptosis inducida por agentes alquilantes regulando la actividad de 
JNK1/2 y p38, ya que en el resto de compuestos no existe correlación entre activación de 




Figura 3: Activación de caspasa-3 en las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- en respuesta a diferentes 
agentes antitumorales. Las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- fueron tratadas con 600 g/ml CBDCA, 0,2 
M DOXO, 10 g/ml ETOP, 0,1 g/ml VINC, 10 M TAXOL, 200 g/ml 5-FU, 20 g/ml CDDP y 20 
g/ml OXALI-Pt durante 24 horas. Se obtuvieron los extractos proteicos celulares y se estudió mediante 
western blot la activación de caspasa-3. Como control de carga se utilizó -Tubulina. Los datos son 
representativos de dos experimentos independientes. CBDCA, carboplatino; DOXO, doxorrubicina; 
ETOP, etopósido; VINC, vincristina; TAXOL, taxol; 5-FU, 5-Fluorouracilo; CDDP, cis-Platino; OXALI-
Pt, oxaliplatino. 
 






Figura 4: Cinética de activación de la quinasa ERK1/2 en las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- en 
respuesta a diferentes agentes antitumorales. Las células MEFs mkp1+/+ y mkp1-/- fueron tratadas con 
los diferentes agentes quimioterápicos a una concentración específica para cada compuesto durante los 
periodos de tiempo indicados. Se obtuvieron los extractos proteicos celulares y se estudiaron mediante 
western blot los cambios en la fosforilación de ERK1/2. Como control de carga se utilizó -Tubulina. Los 
datos son representativos de dos experimentos independientes. CDDP, cis-Platino; CBDCA, carboplatino; 





2. CARACTERIZACIÓN DEL MECANISMO DE ACCIÓN ANTITUMORAL DEL 
CARBOPLATINO EN CARCINOMA NO MICROCÍTICO DE PULMÓN. 
Diversos estudios en diferentes sistemas celulares han demostrado que el tratamiento con 
CDDP induce desarrollo de resistencia a quimioterapia en algunos tumores, entre ellos el 
CNMP (127). También se ha observado desarrollo de resistencia a CBDCA en el tratamiento 
del CNMP (140, 254, 263). El mecanismo de acción antitumoral del CDDP está bien 
caracterizado, sin embargo, el mecanismo por el cual el CBDCA ejerce su efecto antineoplásico 
está aún poco estudiado. Por esta razón, decidimos estudiar el mecanismo molecular de acción 
del CBDCA en CNMP, utilizando como referencia el CDDP. 
2.1. Supervivencia celular y apoptosis inducida por carboplatino en líneas 
celulares de CNMP. 
En primer lugar estudiamos la respuesta de tres líneas celulares diferentes derivadas de 
CNMP al tratamiento con CBDCA, usando como control el CDDP. Para ello, seleccionamos 
tres líneas tumorales de CNMP humano: H23, que procedía de un tumor primario de pulmón no 
metastásico (258); H460, que procedía de un carcinoma de efusión pleural metastásico (ATCC); 
y H1299, cuyo origen era una metástasis en un nódulo linfático de un tumor de pulmón (258). 
Estudiamos la viabilidad celular de estas tres líneas celulares tras ser tratadas durante 72 horas 
con diferentes dosis de CBDCA o CDDP. Como se observa en la figura 5, tras tratamiento con 
ambos fármacos la viabilidad de las líneas celulares H23 y H460 es muy similar entre sí, 
 
 
Figura 5: Viabilidad de las células de CNMP H23, H460 y H1299 en respuesta al tratamiento con 
carboplatino y cis-Platino. Se sembraron las tres líneas celulares y al día siguiente fueron tratadas con 
CBDCA (A) en una rango de concentraciones de 0-200 g/ml, o con CDDP (B) con concentraciones de 
0-100 g/ml. Tras 72 horas de incubación se determinó el porcentaje de células viables mediante ensayo 
de cristal violeta. Los datos representan la media ± S.D de tres experimentos independientes realizados 
por cuadruplicado. 
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mientras que las células H1299 presentan una gran resistencia a ambos compuestos respecto a 
las dos líneas celulares anteriores. En respuesta a CBDCA, las células H1299 presentan una IC50 
cuatro veces mayor que las células H23 y H460 (Figura 5A), mientras que en respuesta a CDDP 
los valores de IC50 muestran una diferencia de aproximadamente un orden de magnitud (Figura 
5B). 
Para determinar si las diferencias observadas en la viabilidad celular en respuesta a 
CBDCA son debidas a muerte celular por apoptosis inducida por el fármaco, estudiamos el 
efecto de este agente quimioterápico sobre la distribución de las células en las distintas fases del 
ciclo celular de las tres líneas celulares, mediante tinción con ioduro de propidio en un ensayo 
de citometría de flujo. Para ello, se trataron las tres líneas celulares con CBDCA (125g/ml) 
durante 24 horas y se analizó la progresión de sus correspondientes ciclos celulares. Como se 
muestra en la figura 6, observamos que el tratamiento con CBDCA produce un cambio en el 




Figura 6: Efecto del tratamiento con carboplatino sobre el ciclo celular de las líneas celulares de 
CNMP H23, H460 y H1299. Se sembraron las tres líneas celulares y al día siguiente fueron tratadas con 
125 g/ml CBDCA. Tras 24 horas de incubación se analizó la distribución de las células en las distintas 
fases del ciclo celular mediante citometría de flujo. Las gráficas muestran el perfil del ciclo celular en 
cada línea celular tras tratamiento con CBDCA. En la tabla se indica el porcentaje de células en cada fase 




un alto porcentaje de células apoptóticas en comparación con las células no tratadas, mientras 
que en la línea celular resistente H1299 se produce una acumulación de la población celular en 
la fase G2/M que no tiene lugar en las células control.  
 
 Estos resultados sugieren que la sensibilidad de las células H23 y H460 al tratamiento 
con CBDCA se correlaciona con la inducción de apoptosis, mientras que la resistencia 
presentada por las células H1299 a dicho fármaco podría deberse a un fuerte punto de control 
G2/M, que podría favorecer la reparación de las lesiones y posterior progresión de ciclo. 
 
2.2. Rutas de muerte y supervivencia celular activadas por carboplatino en 
líneas celulares de CNMP. 
Se ha demostrado que en la muerte celular inducida por CDDP están implicadas dos rutas 
pertenecientes a la familia de las MAPKs, JNK1/2 y p38, y la ruta de supervivencia NFB (242-
243). Basándonos en esto y en las diferencias observadas en la resistencia a los agentes 
antitumorales alquilantes estudiados en el apartado anterior, decidimos investigar las vías de 
muerte y supervivencia activadas por CBDCA y CDDP en cada línea celular, ya que éstas 
podrían ser las responsables de dichas diferencias en la respuesta al tratamiento con los agentes 
quimioterápicos. 
2.2.1.  Activación de las vías de las MAPKs en respuesta a tratamiento 
con carboplatino en células de CNMP. 
Estudiamos en primer lugar las cinéticas de respuesta de los miembros de la familia 
MAPK (ERK1/2, JNK1/2 y p38), y los niveles de expresión de MKP1 en las líneas celulares de 
CNMP tras tratamiento con CBDCA, utilizando como control CDDP. 
Como se muestra en la figura 7A, en respuesta a CBDCA, JNK1/2 y p38 se activan en 
las células H23 y H460 con una cinética tardía, siendo esta cinética de activación transitoria en 
las células H23 y persistente en las células H460. La activación de ERK1/2 también tiene lugar 
en ambas líneas celulares pero ocurre posteriormente a la activación de JNK1/2 y p38. En las 
células resistentes H1299, el tratamiento con CBDCA induce una débil activación basal de las 
tres MAPKs que aumenta con el tiempo y que al igual que en la línea celular H460, es una 
cinética persistente pero más tardía que en estas células. La activación de ERK1/2 en la línea 
celular resistente es mucho mayor que la que tiene lugar en las células sensibles H23 y H460, y 
que la activación de las quinasas de muerte JNK1/2 y p38 en las células H1299. Como se ha 
comentado en la introducción, la proteína MKP1 pertenece al grupo de fosfatasas duales 
inducibles, por lo que en condiciones basales las células normales no la expresan. Sin embargo, 
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las células tumorales H23 y H460 presentan altos niveles constitutivos de ella que disminuyen a 
niveles indetectables con el tiempo, correlacionándose con las cinéticas de activación de 
JNK1/2 y p38, que aumentan al tiempo que los niveles de MKP1 disminuyen. Las células 
H1299 no presentan niveles detectables de esta fosfatasa en condiciones basales ni tras estímulo 
con CBDCA. Como marcador apoptótico estudiamos la degradación proteolítica de la enzima 
PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase), que es un sustrato directo de la caspasa-3. Durante la 
apoptosis, PARP es proteolizada por esta enzima en dos fragmentos inactivándola. Como se 
muestra en la figura 7A, en todas las líneas celulares se detecta la proteólisis de la enzima pero a 
un tiempo variable (12 horas en las líneas sensibles H23 y H460, y 24 horas para la línea 
resistente H1299), coincidiendo esta degradación proteolítica con el aumento de actividad de 
JNK1/2 y p38 y con la disminución de los niveles de expresión de MKP1.  
 
Figura 7: Cinéticas de activación de MAPKs y cambios en los niveles de MKP1 y PARP en las células de 
CNMP H23, H460 y H1299 en respuesta a carboplatino y cis-Platino. Las células H23, H460 y H1299 fueron 
tratadas con 600 g/ml CBDCA (A) y 20 g/ml CDDP (B) durante los periodos de tiempo indicados. Se 
obtuvieron los extractos proteicos celulares y se estudiaron mediante western blot los cambios en la fosforilación 
de JNK1/2, p38 y ERK1/2 y los niveles de las proteínas MKP1 y PARP. Como control de carga se utilizó -




La figura 7B muestra que las cinéticas de activación de las tres quinasas de la familia 
MAPK (excepto la activación de ERK1/2 en las células H1299), la expresión de la fosfatasa 
MKP1 y la degradación proteolítica de PARP en respuesta a CDDP, tienen lugar en las tres 
líneas celulares de modo muy similar a lo ocurrido tras tratamiento con CBDCA pero con una 
cinética más temprana, resultando en un adelanto de aproximadamente 3-6 horas. 
 
Estos resultados muestran que el CBDCA induce una fuerte activación de ERK1/2, 
quinasa relacionada con supervivencia celular, en las células resistentes H1299 que no tiene 
lugar en ninguna de las dos líneas celulares sensibles. También indican que este quimioterápico 
activa las mismas rutas de señalización relacionadas con muerte celular descritas para el CDDP 
con la única diferencia en la cinética de activación y que, por tanto, podría utilizar las mismas 
vías de inducción de apoptosis que el CDDP. 
2.2.2.  Quinasas implicadas en la activación de JNK1/2 y p38 por 
carboplatino en CNMP. 
 En general, la activación de JNK1/2 en respuesta a diversos estímulos tiene lugar a 
través de las quinasas SEK1/MKK4 y MKK7 que a su vez son activadas por la quinasa MEKK1 
(56), mientras que en la activación de p38 intervienen las quinasas MKK3 y MKK6 que son 
activadas por la quinasa ASK1 (190).  
En el grupo se había descrito con anterioridad que la activación de JNK1/2 en respuesta 
a tratamiento con CDDP tiene lugar mediante la activación de la vía MEKK1/SEK1 (243). 
Estudiamos si la activación de esta quinasa por CBDCA está mediada por la misma ruta o si 
intervienen otras quinasas. Para ello, realizamos ensayos de transfección transitoria en células 
293T ya que la eficiencia de transfección en estas células es mucho mayor que la de las células 
de CNMP. Estudiamos el efecto de la expresión de los mutantes dominantes negativos de las 
quinasas MEKK1 (MEKK1 KR) y SEK1 (SEK1 KR) en la activación de JNK1/2 en respuesta a 
CBDCA. 
La figura 8A muestra que la expresión de MEKK1 sinergiza la activación de JNK1/2 en 
respuesta a CBDCA, y que la expresión del dominante negativo, MEKK1 KR, previene esta 
activación de forma dependiente de dosis. Por otro lado, la expresión de SEK1 aumenta 
ligeramente la activación de JNK1/2 en respuesta a CBDCA, mientras que la expresión de la 
forma mutante, SEK1 KR, no disminuye la activación por CBDCA de forma dependiente de 
dosis. Estos resultados nos sugieren que la activación de JNK1/2 en respuesta a CBDCA 
implica a la quinasa MEKK1 pero no a SEK1. MKK7 es otra quinasa regulada por MEKK1 que 
interviene en la activación de JNK1/2, por lo que estudiamos si esta quinasa es la que media la 
activación de JNK1/2 por MEKK1 en respuesta a CBDCA. En la figura 8A vemos que la 
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expresión de MKK7 y su dominante negativo a diferentes dosis tienen un efecto similar sobre la 
activación de JNK1/2 en respuesta a CBDCA. Esto sugiere que la quinasa MKK7 tampoco 





Figura 8: Efecto de la expresión de MEKK1, SEK1, MKK7, ASK1, MKK3 y MKK6 en la activación 
de JNK1/2 y p38 en respuesta a CBDCA en células 293T. Las células 293T fueron transfectadas 
transitoriamente con las cantidades indicadas de ADN que codifica para las formas normales o los 
dominantes negativos de las quinasas MEKK1, SEK1, MKK7 (A), ASK1, MKK3 y MKK6 (B) y (C); o co-
transfectadas transitoriamente con las cantidades indicadas de ADN que codifica para las quinasas MEKK1 
y MKK6 (D). Se deprivaron de suero las células durante 24 horas y se trataron con 600 g/ml CBDCA 
durante 15 horas. Se obtuvieron los extractos proteicos celulares totales en los cuales se estudiaron mediante 
western blot los cambios en la fosforilación de JNK1/2 y p38. Como control de carga se utilizaron las 





Se ha demostrado que la activación de la quinasa ASK1 por CDDP produce la 
activación de dos subgrupos diferentes de MAPKK, SEK1/MKK4 y MKK3 y MKK6, que  a su 
vez activan a JNK1/2 y p38 respectivamente (62). Estudiamos si en la activación de JNK1/2 y 
p38 tras tratamiento con CBDCA también intervienen estas quinasas. En la figura 8B se observa 
como la expresión de ASK1 aumenta ligeramente la activación de p38 en respuesta a CBDCA 
mientras que la expresión de MKK6 tiene un efecto sinérgico. En cambio, la expresión de 
MKK3 y su forma mutante, MKK3 AL, en diferentes dosis no parece regular la activación de 
esta quinasa. Por otro lado, en la figura 8C observamos que la expresión de ASK1 aumenta 
también ligeramente la activación de JNK1/2 en respuesta a CBDCA, mientras que la expresión 
de MKK6 tiene un efecto mucho mayor sobre la activación de esta quinasa.  
Se ha descrito que la activación de JNK1/2 y p38 por diferentes agentes puede tener 
lugar a través de activación cruzada entre sus MAPKKKs y MAPKKs. Así, se ha demostrado 
que en respuesta a diversos estímulos la activación de p38 puede tener lugar también a través de 
MEKK1/MKK6 (297) y la de JNK1/2 a través de ASK1/MKK4 (27, 151). En base a los 
resultados anteriores decidimos investigar si la activación de JNK1/2 por CBDCA a través de 
MEKK1 podría estar mediada por MKK6. Para ello, hicimos un ensayo de co-transfección 
transitoria en células 293T y estudiamos el efecto de la co-expresión de MEKK1 a una dosis 
constante y de MKK6 a dosis crecientes en respuesta a CBDCA. En la figura 8D vemos que en 
ausencia de estímulo se produce una activación de JNK1/2 que es dependiente de dosis de 
MKK6, pero que tras tratamiento con CBDCA no hay cambios significativos en la activación de 
la quinasa dependiente de dosis, lo que indica que la activación de JNK1/2 mediada por 
MEKK1 tampoco tiene lugar a través de la quinasa MKK6.  
 
Estos resultados sugieren que la activación de JNK1/2 en respuesta a CBDCA podría 
estar mediada por dos vías. Por un lado, MEKK1 podría estar mediando la activación de esta 
quinasa bien directamente o bien a través de SEK1 y MKK7 contribuyendo ambas quinasas por 
igual a la activación de JNK1/2, lo cual no descarta la participación de otras quinasas. Y por 
otro, esta activación podría tener lugar a través de la vía ASK1/MKK6; la cual a su vez, estaría 
mediando la activación de p38 en respuesta a CBDCA. 
2.2.3. Activación de NFκB por carboplatino en células de CNMP. 
NFB es un factor de transcripción implicado en varios procesos celulares, entre ellos el 
crecimiento y supervivencia de células normales y tumorales. Como hemos comentado 
anteriormente, el CDDP induce la activación de la ruta de supervivencia NFB. Con el objetivo 
de investigar si el tratamiento de las células de CNMP con CBDCA activa también la vía NFB, 
utilizamos el gen reportero HIV-Luc que contiene los dos sitios de unión B del promotor HIV 
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seguidos de un casete de expresión de luciferasa que permite medir la transcripción dependiente 
de NFB. 
En primer lugar estudiamos los niveles basales de transcripción dependientes de NFB 
y tras estimulación con CBDCA mediante el ensayo de actividad luciferasa. En la figura 9 
podemos observar que el tratamiento con CBDCA de las tres líneas celulares produce un 
aumento en la activación del factor de transcripción NFB respecto a las células no tratadas. En 
ambos casos, la activación de la transcripción dependiente de NFB es mucho mayor en las 
células resistentes H1299 que en las células sensibles H23 y H460.  
En el grupo se demostró anteriormente que la activación de MEKK1 por CDDP induce 
la activación de NFB, estando este proceso regulado por c-jun, el principal sustrato de la vía 
JNK1/2 (242). Decidimos investigar la implicación de MEKK1 en los cambios producidos en la 
transcripción dependiente de NFB tras estimular con CBDCA las líneas celulares de CNMP y 
la participación en la misma de los diferentes componentes de la vía NFB. Para ello, co-
transfectamos las tres líneas celulares con el gen testigo HIV-Luc y plásmidos que expresan las 
distintas quinasas o los dominantes negativos de estos componentes. La figura 10 muestra que la 
expresión de la quinasa MEKK1 produce un gran aumento en la transcripción mediada por el 
factor de transcripción NFB en condiciones basales, y un gran sinergismo en respuesta a 
CBDCA en las células H460 y H1299, siendo mayor en esta última, mientras que en las células 
H23 esta activación es aditiva. 
 
 
Figura 9: Actividad del factor de transcripción NFB en las células de CNMP H23, H460 y H1299 
en respuesta a CBDCA. Las células H23, H460 y H1299 fueron transfectadas con 0,1 g del vector 
reportero (-453/-80) HIV-Luc por cada placa de 35-mm, se deprivaron de suero durante 24 horas y se 
trataron con 600 g/ml CBDCA durante 12 horas. Se lisaron las células y se cuantificaron los cambios 
en los niveles de actividad luciferasa. Como control de transfección se utilizó el vector reportero CMV-
Renilla. Los datos representan la relación entre unidades relativas de luciferasa de las células 
transfectadas con respecto a células no transfectadas. Los datos son representativos de tres experimentos 






En la vía canónica, la mayoría de los estímulos que activan NFB lo hacen regulando la 
actividad del complejo IkB quinasa (IKK), el cual está formado por tres subunidades: IKK, 
IKK y el modulador esencial de NFB (NEMO/IKK). IKK e IKK tienen actividad 
catalítica, mientras que NEMO actúa como un componente regulatorio del complejo. 
Estudiamos la participación de las subunidades IKK e IKK en los cambios producidos en la 
transcripción dependiente de NFB tras estimular con CBDCA las líneas celulares de CNMP. 
Observamos que la expresión de la quinasa Ikk (Figura 11A) tiene un efecto aditivo en la 
transcripción dependiente de NFB en las células H1299 y H460, siendo mayor en las primeras, 
mientras que en la línea celular H23 el efecto es sinérgico. En cambio, la expresión de la 
proteína IKK produce un aumento en la activación del factor de transcripción NFB en 
respuesta a CBDCA en las células H23 y H460, y un gran sinergismo en las células H1299 
(Figura 11B). En todos los casos, la expresión de los dominantes negativos de cada quinasa da 
lugar a una disminución de la transcripción dependiente de NFB respecto a la correspondiente 




Figura 10: Efecto de la expresión de MEKK1 sobre la actividad del factor de transcripción NFB 
en las células de CNMP H23, H460 y H1299 en respuesta a CBDCA. Las tres líneas celulares 
fueron co-transfectadas con 0,1 g del vector reportero (-453/-80) HIV-Luc o con 0,1 g del vector 
reportero (-453/-80) HIV-Luc y 1 g del vector MEKK1 o MEKK1 KR. La actividad luciferasa se 
determinó como en la figura 9. Los datos representan la relación entre unidades relativas de luciferasa 
de las células transfectadas con respecto a células no transfectadas. Los datos son representativos de 
tres experimentos independientes realizados por triplicado. 








Figura 11: Efecto de la expresión de IKKe IKK sobre la actividad del factor de transcripción 
NFB en las células de CNMP H23, H460 y H1299 en respuesta a CBDCA. Las tres líneas celulares 
fueron co-transfectadas con 0,1 g del vector reportero (-453/-80) HIV-Luc o con 0,1 g del vector 
reportero (-453/-80) HIV-Luc y 1 g del vector IKK WT o IKK AA (A) e IKK WT o IKK AA (B). 
La actividad luciferasa se determinó como en la figura 9. Los datos representan la relación entre unidades 
relativas de luciferasa de las células transfectadas con respecto a células no transfectadas. Los datos son 




La subunidad p65 es uno de los miembros mayoritarios que forman parte del complejo 
NFB implicados en esta ruta de supervivencia. Su activación tiene lugar, entre otros 
mecanismos, por la fosforilación del dominio de transactivación (TAD). Para investigar su 
papel dentro del proceso de activación de NFB en respuesta al tratamiento con CBDCA 
utilizamos un plásmido que expresa la proteína de fusión Gal4-p65, en la que las secuencias que 
codifican el dominio de unión al ADN de Gal4 están unidas a las secuencias que codifican el 
dominio de transactivación 1 (TAD1) de p65. Observamos un gran sinergismo en la activación 
transcripcional en respuesta a CBDCA en las células H23 respecto a las H460, y muchísimo 
mayor aún en las células H1299 (Figura 12). Esto indica que en estas líneas celulares en 
respuesta a CBDCA p65 se activa también por fosforilación además de por translocación al 
núcleo.   
 
 
Figura 12: Estudio de la activación de p65 en las células de CNMP H23, H460 y H1299 en 
respuesta a CBDCA. Las células H23, H460 y H1299 fueron co-transfectadas con 0,2 g del vector 
reportero 5X-Gal4-Luc o con 0,2 g del vector reportero 5X-Gal4-Luc y 0,5 g del vector Gal4-p65. 
La actividad luciferasa se determinó como en la figura 9. Los datos representan la relación entre 
unidades relativas de luciferasa de las células transfectadas con respecto a células no transfectadas. 
Los datos son representativos de tres experimentos independientes realizados por triplicado. 
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El conjunto de estos resultados muestra que el tratamiento con CBDCA de la línea 
celular resistente H1299, produce la activación de NFB a través de Ikk e Ikk es decir, de la 
vía canoníca que es la vía relacionada con supervivencia celular. Mientras que en las líneas más 
sensibles, H23 y H460, esta activación tiene lugar principalmente mediante la vía no canoníca 
(Ikk), la cual está relacionada con diferenciación celular. A pesar de ello, los niveles de 
activación de la subunidad p65 son relativamente altos en las células H23. Esto podría deberse a 
la participación de mecanismos alternativos que impliquen la estimulación de la transactivación 
de la subunidad p65 de NFB. 
 
Finalmente, basándonos en la gran diferencia observada en los niveles de actividad de 
NFB tanto en condiciones basales como tras tratamiento con CBDCA en las células H1299 
respecto a las células H23 y H460, quisimos estudiar si la estimulación con este fármaco de las 
células H1299 promueve una translocación nuclear de complejos NFB más eficiente que en las 
otras dos líneas celulares.  
Para ello, tratamos las tres líneas celulares con CBDCA y llevamos a cabo un ensayo de 
retraso en la movilidad electroforética en gel (EMSA) con los extractos nucleares. Como se 
muestra en la figura 13, las células H460 no muestran prácticamente translocación nuclear de 
NFB ni a nivel basal ni tras estimulación con CBDCA, mientras que en las células H23 y 
H1299 existe una pequeña translocación basal del factor de transcripción que aumenta con el 
tiempo, alcanzando el máximo de activación a 1 hora en las células H23 y a los 30 minutos en 
las células H1299, y que vuelve a disminuir en los tiempos posteriores. Observamos niveles 
similares del oligonucleótido control Oct-1 en las diferentes muestras (Figura 13), lo que 
confirma que las diferencias observadas en la actividad NFB no se deben a diferencias en la 





Con la finalidad de identificar los complejos de la familia NFB que intervienen en la 
translocación nuclear tras tratamiento con CBDCA, hicimos un ensayo de retardo en gel 
utilizando anticuerpos específicos de p65, RelB y p50, (EMSA supershift), que compiten con 
las diferentes subunidades de los complejos NFB por los sitios de unión al ADN. En el panel 
superior de la figura 14 podemos ver un retraso en la movilidad cuando competimos con 
anticuerpos específicos de p65 o de p50 en las células H23 y H1299. En los paneles inferiores 
se observa translocación nuclear de Oct-1 en ambas líneas celulares, lo que confirma que no se 
ha perdido la integridad de los extractos nucleares utilizados en este experimento. Estos datos 
sugieren que los complejos mayoritarios formados en las líneas celulares H23 y H1299 en 




Figura 13: Activación de NFB por CBDCA en células de CNMP H23, H460 y H1299. Las 
células H23, H460 y H1299 fueron tratadas con 600 g/ml CBDCA durante los periodos de tiempo 
indicados. Los extractos nucleares se incubaron con las sondas: específica NFB e inespecífica Oct-1 
marcadas radiactivamente. Los complejos ADN-proteína se separaron por electroforesis en un gel 
nativo de poliacrilamida. Los datos son representativos de tres experimentos independientes. 
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Para comprobar si esto es cierto, estudiamos in vivo la translocación al núcleo de p65 y 
RelB tras estimulación con CBDCA en las células H1299 mediante un ensayo de 
inmunofluorescencia. El resultado se muestra en la figura 15 donde observamos una clara 
translocación de p65 al núcleo que comienza a los 30 minutos y se intensifica a las 4 horas, 
mientras que en el caso de RelB sólo se aprecia una sutil translocación a tiempos tardíos (4 
horas). Hicimos el mismo experimento en las células H23 y obtuvimos un resultado similar 
(datos no mostrados). Estos resultados corroboran la formación de complejos mayoritariamente 
formados por p50/p65 en respuesta a CBDCA en ambas líneas celulares. 
 
 
Figura 14: Complejos de la familia de NFB que participan en la respuesta al tratamiento con 
CBDCA en células de CNMP H23 y H1299. Las células H23 y H1299 fueron tratadas con 600 g/ml 
CBDCA durante 1 hora y 30 minutos respectivamente. Se obtuvieron los extractos nucleares y se 
incubaron con anticuerpos específicos de p65, RelB y p50 (panel superior) o con las sonda inespecífica 
Oct-1 marcada radiactivamente. Los complejos ADN-proteína se separaron por electroforesis en un gel 
nativo de poliacrilamida. La flecha indica la posición de los complejos NFB-ADN formados por los 
dímeros p50/p65 (panel superior) y del oligonucleótido control Oct-1 (panel inferior). Los datos son 








Figura 15: Complejos de la familia de NFB que participan en la respuesta al tratamiento con CBDCA en 
células de CNMP H23 y H1299. Imágenes representativas que muestran la localización de p65 (panel superior) y 
RelB (panel inferior) en las células H1299 tratadas con CBDCA (600 g/ml) a los tiempos indicados. Las células se 
tiñeron con anti-p65 y anti-RelB y los núcleos celulares se tiñeron con DAPI. Los datos son representativos de dos 
experimentos independientes. Escala 20 m. 
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3. CARACTERIZACIÓN DEL PAPEL DE MKP1 EN LA TUMOROGÉNESIS Y 
PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE PULMÓN EN RATONES CON EXPRESIÓN 
INDUCIBLE DEL ONCOGÉN K-Ras. 
Hay diversos trabajos en la literatura que correlacionan a MKP1 con la tumorogénesis y 
progresión tumoral de pulmón. Se ha observado la expresión de elevados niveles nucleares de 
MKP1 en biopsias y líneas celulares derivadas de CNMP (60, 286), y se ha descrito una 
expresión constitutiva de esta fosfatasa en tumores de CNMP comparado con tejido normal 
(172). El adenocarcinoma de pulmón es, junto con el carcinoma escamoso, el más frecuente de 
todos los tipos de tumores pulmonares y presenta múltiples anormalidades citogenéticas y 
moleculares, encontrándose en aproximadamente el 30% de estos tumores la mutación activante 
del oncogén K-Ras. K-Ras es una proteína GTPasa de membrana que regula diferentes procesos 
celulares como proliferación, diferenciación y supervivencia celular. Las mutaciones en los 
codones 12, 13 y 61 de esta proteína dan lugar a una proteína que no responde a regulación 
negativa por la GTPasa GAP y por tanto, mantiene una señalización constitutiva. En ratones, se 
han encontrado mutaciones K-Ras en más del 90% de tumores de pulmón espontáneos e 
inducidos químicamente.  
Con el objetivo de estudiar el papel de MKP1 en la carcinogénesis y progresión tumoral de 
pulmón en unas condiciones en las que el oncogén K-Ras está mutado in vivo, decidimos 
utilizar el modelo transgénico K-Ras+/V12; RERT+/ert, en el que los ratones modificados 
genéticamente portan un alelo mutado del gen K-Ras, cuya expresión es inducible por 
exposición a esteroides sintéticos; y otro modelo transgénico en el que los ratones modificados 
genéticamente portan los dos alelos del gen mkp1 mutado. De modo que cruzando ambas líneas 
transgénicas obtenemos un modelo murino en el que los ratones no expresan la fosfatasa MKP1, 
y la expresión del oncogén K-Ras está dirigida a un subconjunto específico de las células 
epiteliales del pulmón y es inducible por el esteroide sintético 4-Hidroxitamoxifeno (4-OHT). 
Este modelo transgénico nos permite examinar el papel de MKP1 en la iniciación y progresión 
de tumores de pulmón que tienen mutado el oncogén K-Ras in vivo. 
3.1. Estudio del papel de MKP1 en la aparición y desarrollo de tumores 
de pulmón en ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/-. 
Para determinar el efecto de la ausencia de MKP1 en la formación y desarrollo de tumores 
de pulmón inducidos por K-Ras, seleccionamos grupos de ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1+/+, K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/-, K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/-, K-Ras+/+; RERT+/ert; 
mkp1+/+ y K-Ras+/+; RERT+/ert; mkp1-/- de ambos sexos. Estos animales fueron inyectados 
intraperitonealmente con 500 g de 4-OHT a los 2-3 meses de edad y sacrificados 8 meses 




desarrollado un número de tumores de pulmón mucho mayor que los ratones K-Ras+/V12; 
RERT+/ert; mkp1-/- y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/- (Figura 16). Los ratones K-Ras+/+; RERT+/ert; 
mkp1+/+ y K-Ras+/+; RERT+/ert; mkp1-/- no desarrollaron ningún tumor y se utilizaron como 
control de que las lesiones desarrolladas por los ratones de estudio eran debidas a la activación 
del oncogén K-Ras y no a otra causa. Además, los ratones K-Ras+/+; RERT+/ert; mkp1-/- permiten 
discriminar posibles efectos específicos como consecuencia de la inactivación de este gen. 
La introducción de un casete reportero IRES-β-geo en el extremo 3´UTR del locus del 
oncogén K-Ras4B nos permitió monitorizar la expresión de alelo oncogénico mediante tinción 
específica de LacZ con X-Gal. El análisis por tinción de X-Gal de las secciones obtenidas a 
partir de los pulmones de los ratones utilizados en el experimento, mostró que como 
consecuencia del tratamiento con 4-OHT todos los pulmones de los ratones K-Ras+/V12 
presentaban grupos de células que expresaban el marcador LacZ (células β-geo+) mientras que 
los pulmones de los ratones que no expresaban el oncogén no presentaban tinción para dicho 
marcador (Figura 17). Esto indica que el hecho de que los ratones mkp1-/- desarrollen menos 
tumores que los ratones mkp1+/+ no es debido a que el oncogén K-Ras no esté expresado sino a 
la ausencia de la fosfatasa MKP1. 
 
 
Figura 16: Inducción de tumores de pulmón en ratones mkp1+/+ y mkp1-/- que expresan el 
oncogén K-RasV12. Los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- fueron cruzados con ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert 
y a los 2-3 meses de edad se les inyectó intraperitonealmente 500 g de 4-OHT. Los ratones fueron 
sacrificados 8 meses después y se cuantificó la tumorogénesis inducida por K-RasV12 en los pulmones 
de los ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. Todos los ratones portan el knock-in RERT+/ert. En la gráfica se 
representa la media ± S.D de K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+: n=5; K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/-: n=7; 
K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/-: n=2; K-Ras+/+; RERT+/ert; mkp1+/+: n=2 y K-Ras+/+; RERT+/ert; mkp1-/-: 
n=2. 
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La figura 18 muestra que el tamaño y número de los grupos de células β-geo+ presentes en 
los pulmones de los ratones que no expresan MKP1 es menor que en los que expresan la 
fosfatasa. En las imágenes del panel superior se observa que en los pulmones de los ratones que 
expresan MKP1 además de adenomas (A y B), adenocarcinomas (C, D y E) e hiperplasias (F y 
áreas de A, de B, de D y de E), existen células aisladas o pequeños grupos de células que 
expresan el oncogén K-Ras y que no muestran signos de alteración o de transformación. Sin 
embargo, las imágenes del panel inferior muestran que en las lesiones desarrolladas en los 
pulmones de los ratones mkp1-/-, las células β-geo+ se expresan en los adenomas (G), 
adenocarcinomas (H) e hiperplasias (I, K y L), siendo prácticamente imposible encontrar alguna 
célula que exprese tinción de X-Gal en zonas fuera de dichas lesiones. Esto indica que la 
ausencia de MKP1 puede estar comprometiendo la supervivencia y/o progresión de las células 
que portan la mutación oncogénica K-RasV12.  
 
 
Figura 17: Expresión de células β-geo+ en los pulmones de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- que 
expresan o no el oncogén K-RasV12. Imágenes representativas de la expresión del marcador LacZ en 
pulmones de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- que expresan o no el oncogén K-Ras mediante tinción con X-





Que el porcentaje de células que expresan el marcador LacZ sea pequeño en los ratones de 
ambos genotipos también indica que la activación del oncogén K-Ras ha tenido lugar en un 
número reducido de células, lo que es importante ya que mimetiza la realidad de un proceso 
tumorogénico humano donde el proceso tumoral se inicia por mutación de una única célula que 
da lugar a un tumor el cual, con el tiempo, podrá metastatizar a otros tejidos.  
 
 
Figura 18: Expresión de células β-geo+ en los pulmones de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- que expresan el 
oncogén K-RasV12. Imágenes representativas de la expresión del marcador LacZ en pulmones de ratones K-
Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- mediante tinción con X-Gal. A, B y G: adenomas; C, 
D, E y H: adenocarcinomas; F, I, K y L: hiperplasias; J: área sin prácticamente expresión detectable del oncogén 
K-Ras. Las flechas negras indican la presencia de hiperplasias. F y L: áreas magnificadas de las imágenes A e I 
respectivamente. Las imágenes son representativas de al menos 5 ratones de cada genotipo. Aumentos: A, B y G 
x5; C y D x10; E, F, H, I y J x20; K y L x40. 
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El estudio histopatológico de los pulmones de los ratones empleados en el experimento 
mostró un amplio espectro de lesiones pulmonares que van desde hiperplasias a adenomas y 
adenocarcinomas de pulmón de diferente grado (Figura 19). 
 
 La figura 20 muestra que la ausencia de MKP1 disminuye el desarrollo de adenomas y 
adenocarcinomas pulmonares iniciados por K-Ras, ya que el porcentaje de lesiones de grado II 
(adenomas), grado III y grado IV (adenocarcinomas) es mucho mayor en los ratones mkp1+/+ 
que expresan el oncogén K-Ras, que en los que no expresan la fosfatasa. 
 
 
Figura 19: Imágenes representativas de las diferentes lesiones desarrolladas en los pulmones de ratones 
mkp1+/+ y mkp1-/- que expresan el oncogén K-RasV12. Todos los ratones portan el alelo mutante K-RasV12 en el 
gen K-Ras y el knock-in RERT+/ert. A y E: adenomas. B y F: adenocarcinomas de grado III. C y G: 
adenocarcinomas de grado IV. D y H: magnificación del área resaltada en las figuras C y D respectivamente, 
mostrando la presencia de mitosis. Las imágenes son representativas de al menos 5 ratones de cada genotipo. 





 Estos resultados sugieren que MKP1 es un importante regulador positivo de la 
tumorogénesis de pulmón inducida por K-Ras. 
 
3.2. Análisis inmunohistoquímico de los patrones de expresión asociados a 
la ausencia de MKP1 en las lesiones pulmonares inducidas por el 
oncogén K-Ras. 
El estudio de la naturaleza celular de las diferentes lesiones pulmonares desarrolladas por 
los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- se realizó mediante 
técnicas inmunohistoquímicas empleando los anticuerpos policlonales anti-SPC (marcador 
específico de neumocitos tipo II) y anti-CC10 (marcador específico de células bronquiales de 
Clara), en el análisis de cortes seriados de diferentes lesiones pulmonares. Todos los adenomas 
y adenocarcinomas desarrollados en los pulmones de los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ 
y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- analizados fueron positivos para SPC y negativos para CC10, 




Figura 20: Clasificación tumoral de las lesiones desarrolladas en los pulmones de ratones mkp1+/+ 
y mkp1-/- que expresan el oncogén K-RasV12. La clasificación tumoral en cada animal de la figura 16 
se estableció como: grado II, adenoma; grado III y grado IV, adenocarcinoma. K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1+/+: n=5; K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/-: n=7; K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/-: n=2; K-Ras+/+; 
RERT+/ert; mkp1+/+: n=2 y K-Ras+/+; RERT+/ert; mkp1-/-: n=2. 
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La figura 22 muestra el patrón de expresión de CC10 y SPC en los pulmones del ratón K-
Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- de la figura 21. En la figura se observa que la tinción es CC10 
positiva y SPC negativa en los bronquiolos (flechas negras), mientras que en los alveolos la 
expresión es negativa para CC10 y positiva para SPC (flechas blancas). Esto indica que la no 
expresión del marcador CC10 en las lesiones desarrolladas en los pulmones del ratón K-
Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- de la figura 21 no se debe a un fallo en el proceso de tinción de la 
muestra sino a la propia ausencia de expresión de dicho marcador. Además, la ausencia de 





Figura 21: Análisis inmunohistoquímico de los patrones de expresión asociados a la ausencia de 
MKP1 en las lesiones pulmonares inducidas por el oncogén K-ras. Se estudió la naturaleza 
celular de las lesiones pulmonares desarrolladas en los ratones de la figura 16 mediante la expresión 
de marcadores celulares por técnicas de inmunohistoquímica. Todos los ratones portan el alelo 
mutante K-RasV12 en el gen K-Ras y el knock-in RERT+/ert. A, D, G y J: tinción para hematoxilina-
eosina. B, E, H y K: tinción para CC10. C, F, I y L: tinción para SPC. Las imágenes son 
representativas de al menos 5 ratones de cada genotipo. Aumentos: A, B, C, G, H e I x4. D, E, F, J, 






Estos resultados indican que los adenomas y adenocarcinomas pulmonares desarrollados en 
los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- que expresan el oncogén K-Ras expresan los marcadores típicos de 
neumocitos tipo II (SPC+) de las lesiones inducidas por la expresión del oncogén K-Ras 
previamente descritas (108, 130, 149). 
 
3.3. Estudio del mecanismo molecular responsable de la carcinogénesis de 
pulmón inducida por MKP1 y el oncogén K-Ras. 
Se ha descrito que K-Ras desempeña un papel importante en la transformación tumoral 
mediante la activación de las vías Raf/MEK/ERK y/o PI3K/PDK/AKT (261). Concretamente en 
cáncer de pulmón, se ha demostrado que en los adenomas pulmonares la expresión de la forma 
oncogénica de K-Ras activa preferentemente la vía mitogénica Raf/MEK/ERK frente a la vía de 
supervivencia PI3K/PDK/AKT (108). Con el objetivo de elucidar el mecanismo molecular por 
el cual MKP1 favorece la formación de tumores pulmonares inducidos por K-Ras, estudiamos 
el estado de la vía de señalización ERK1/2, la cual está relacionada con progresión tumoral y 
cuya expresión está controlada por MKP1, en los pulmones de los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- tratados con 4-OHT. El análisis de la activación de la 
 
 
Figura 22: Patrón de expresión de SPC y CC10 en los pulmones del ratón K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1-/- de la figura 21. Se estudió el patrón de expresión de los marcadores SPC y CC10 en las lesiones 
pulmonares desarrolladas en el ratón K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- de la figura 21 mediante técnicas de 
inmunohistoquímica. Las flechas blancas indican donde están situados los alveolos y las flechas negras 
donde se encuentran los bronquiolos. A y D: tinción para hematoxilina-eosina. B y E: tinción para CC10. C 
y F: tinción para SPC. Aumentos: A, B y C 20x. D, E y F área magnificada. H&E: hematoxilina-eosina.  
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quinasa ERK1/2 en las lesiones desarrolladas en los pulmones de los ratones de la figura 16 
mediante técnicas de inmunohistoquímica mostró una tinción de pERK1/2 parcheada y 
mayoritariamente centrada en la periferia de los adenomas y adenocarcinomas, cuyos mayores 
niveles de expresión se correlacionaron, en general, con lesiones de mayor grado. Todos los 
adenomas y adenocarcinomas presentes en los pulmones de los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1+/+ presentaron altos niveles de expresión de pERK1/2, mientras que las lesiones 
pulmonares desarrolladas por los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- presentaron menores 
niveles de de expresión de la quinasa, existiendo incluso lesiones totalmente negativas para la 




Figura 23: Expresión de pERK1/2 en las lesiones pulmonares desarrolladas en ratones mkp1+/+ y 
mkp1-/- que expresan el oncogén K-RasV12. Detección inmunohistoquímica de pERK1/2 en las lesiones 
desarrolladas en los pulmones de los ratones de la figura 16. Todos los ratones portan el alelo mutante K-
RasV12 en el gen K-Ras y el knock-in RERT+/ert. La flecha blanca indica la tinción positiva de pERK1/2 en 
un adenoma desarrollado en el pulmón de un ratón K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- (zona magnificada en la 
imagen D) y la flecha negra indica la tinción negativa de pERK1/2 en otro adenoma desarrollado en el 





Estos resultados indican que la ausencia de MKP1 en ratones que expresan el oncogén K-
Ras podría estar induciendo una menor activación de la vía ERK1/2 y por tanto, una reducción 
en la progresión de las lesiones pulmonares, lo que se refleja en un menor número, grado y 
tamaño de los adenomas y adenocarcinomas inducidos en los pulmones de estos animales.  
Considerando que las diferencias observadas en el tamaño y número de las lesiones 
desarrolladas en los pulmones de los ratones Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ respecto a los que no 
expresan la fosfatasa pudieran deberse a un mayor grado de proliferación o un menor nivel de 
apoptosis inducidas por MKP1, estudiamos mediante técnicas de inmunohistoquímica la 
expresión del marcador de proliferación Ki67 y del marcador de apoptosis caspasa 3, en las 
lesiones inducidas por K-Ras en los pulmones de los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- de la figura 16. 
Todas las lesiones presentes en los pulmones de los ratones Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y 
Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- mostraron tinción positiva para el marcador Ki67 pero no se observó 
ninguna relación aparente entre el patrón de expresión de pERK1/2 y una mayor actividad 
proliferativa (Figura 24 panel superior), pareciendo estar más relacionados los niveles de 
proliferación con el grado de la lesión que con el genotipo de los ratones. Como se muestra en el 
panel inferior de la Figura 24, no se aprecia la existencia de apoptosis en las lesiones 
pulmonares inducidas por K-Ras en ninguno de los animales de ambos genotipos (la tinción 
nuclear para el marcador caspasa 3 activa que se observa no es indicativa de apoptosis). Lo que 
indica que las diferencias observadas en el tamaño y número de las lesiones desarrolladas en los 
pulmones de los ratones Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- no se deben a 
un incremento en la muerte celular en los ratones que no expresan la fosfatasa. 





Figura 24: Expresión de Ki67 y caspasa 3 en las lesiones pulmonares desarrolladas en ratones 
mkp1+/+ y mkp1-/- que expresan el oncogén K-RasV12. Detección inmunohistoquímica de Ki67 (panel 
superior)  y caspasa 3 (panel inferior) en las lesiones desarrolladas en los pulmones de los ratones de la 
figura 16. Todos los ratones portan el alelo mutante K-RasV12 en el gen K-Ras y el knock-in RERT+/ert. 





4. CARACTERIZACIÓN DE LA FUNCIÓN DE MKP1 EN LA 
TUMOROGÉNESIS Y PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE PIEL EN 
RATONES DEFICIENTES EN MKP1 Y EN TUMORES HUMANOS. 
El uso de modelos basados en sistemas animales ha proporcionado numerosos 
conocimientos en la bioquímica, biología, farmacología y genética del cáncer (122, 304). En 
estos modelos se puede inducir tumores con un rendimiento bastante elevado y permiten la 
manipulación de distintos parámetros que intervienen en la tumorogénesis (68). El 90% de los 
cánceres humanos derivan de células epiteliales, y se les denomina carcinomas (215), por ello el 
modelo de la carcinogénesis química de piel de ratón es de gran utilidad en el estudio del 
desarrollo tumoral, ya que reproduce de forma controlada la secuencia de eventos que conducen 
a la aparición de un cáncer de piel en el proceso de carcinogénesis humana (15, 73, 93, 304). 
4.1. Estudio del papel de MKP1 en la aparición y desarrollo de tumores de 
piel en ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. 
Para determinar el efecto de la ausencia de MKP1 en la formación de tumores de piel, 
utilizamos el protocolo de inducción química de tumores de piel de ratón en dos etapas. 
Realizamos dos experimentos independientes de carcinogénesis química utilizando grupos de 
ratones mkp1+/+ y mkp1-/- de ambos sexos. En los dos experimentos, los dos grupos de ratones 
(mkp1+/+ y mkp1-/-), fueron iniciados con una dosis única de DMBA y promovidos con dos 
aplicaciones semanales de TPA durante 14 semanas, como se describe en materiales y métodos. 
Observamos una reducción significativa tanto en el número de ratones con lesiones (incidencia), 
como en el número total de lesiones en los ratones (multiplicidad) mkp1+/+ con respecto a los 
ratones mkp1-/- durante todo el periodo de observación (Figuras 25A y 25B). Los papilomas 
aparecieron primero en los ratones mkp1-/- 4 semanas después de empezar la promoción con 
TPA, y en la semana 8 post-promoción el 100% de los ratones mkp1-/- habían desarrollado 
papilomas con una media de 6,6 papilomas por ratón (112 papilomas por línea). Por el 
contrario, no encontramos papilomas en los ratones mkp1+/+ hasta 8 semanas después del 
tratamiento con TPA, donde solo el 5,6% de ratones mkp1+/+ presentaron papilomas con una 
media de 0,1 papilomas por ratón (1 papiloma por línea). La diferencia en la incidencia y 
multiplicidad de papilomas entre los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- fue significativa desde la semana 
6 hasta el final del periodo de promoción de tumores. Observamos la máxima incidencia de 
papilomas en los ratones mkp1+/+ 16 semanas después del inicio de la promoción donde el 
58,8% de los ratones presentaban papilomas con una media de 1,5 papilomas por ratón (26 
papilomas por línea), mientras que en esa semana el 100% de los ratones mkp1-/- seguían 
teniendo papilomas con una media de 10,4 papilomas por ratón (177 papilomas por línea). No 
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se observaron diferencias significativas en la formación de papilomas entre machos y hembras 
en ninguno de los grupos (Figuras 25A, 25B, 27 y 28). 
Los primeros tumores se observaron macroscópicamente en los ratones mkp1-/- 8 
semanas después del comienzo de la promoción con TPA mientras que en los ratones mkp1+/+ 
no se observaron hasta la semana 15 post-promoción. Al término del experimento (semana 24 
tras la promoción con TPA), el 87,5% de los ratones mkp1-/- presentaban tumores mientras que 
sólo el 5,9% de los ratones mkp1+/+ habían desarrollado este tipo de lesiones cutáneas (Figuras 
26, 27 y 28). 
 
 
Figura 25: Cinética de aparición de lesiones cutáneas en ratones mkp1+/+ y mkp1-/- sometidos a 
carcinogénesis química con DMBA/TPA. Se seleccionaron dos grupos experimentales de ratones 
mkp1+/+ (n=17) y mkp1-/- (n= 16), se les trató con una única dosis tópica en piel de 32 g de DMBA 
diluido en 200 l de acetona y una semana después, se les aplicó dos dosis semanales de 12,5 g de TPA 
diluido en 200 l de acetona cada una, durante 14 semanas. Todos los animales fueron examinados 
regularmente y se cuantificó el número de papilomas que presentaba cada ratón (incidencia) (A) y el 
número de ratones que habían desarrollado papilomas (multiplicidad) (B) semanalmente. Los datos 




Figura 26: Cinética de aparición de tumores en la piel de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- sometidos a 
carcinogénesis química con DMBA/TPA. Se cuantificó semanalmente el número de ratones de la figura 25 








Figura 27: Imágenes representativas de la apariencia general de las lesiones desarrolladas en la piel de los 
ratones mkp1+/+ de la figura 25 a las 3, 13 o 24 semanas post-iniciación. Las flechas rojas indican la presencia 
de un papiloma en el lomo del animal. 
 







Figura 28: Imágenes representativas de la apariencia general de las lesiones desarrolladas en la piel de los 





El estudio histopatológico de los tumores en las pieles de los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- 
al termino del experimento (semana 24 tras la promoción con TPA), reveló que los tumores de 
todos los ratones mkp1-/- eran carcinomas escamosos invasivos y que el 25% de estos ratones 
presentaban además carcinomas escamosos in situ. Sin embargo, el único tumor desarrollado en 
la piel de los ratones mkp1+/+ (5,9%, un ratón de los 17) fue clasificado como carcinoma 
escamoso in situ (Tabla 2 y Figura 29). 
 
Tabla 2: Clasificación histológica de los tumores desarrollados en la piel de los ratones mkp1+/+ y 
mkp1-/- sometidos a carcinogénesis química con DMBA/TPA. Los ratones de la figura 25 fueron 
sacrificados 24 semanas después de la primera aplicación con TPA, se extrajeron las pieles y se 
analizaron histológicamente las lesiones. En la tabla se indica los diferentes tipos de lesiones 
desarrolladas en la piel de los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- así como el porcentaje de los mismos que las 
presentan. Los datos son representativos de dos experimentos independientes. 
 
 
Figura 29: Histología de los tumores inducidos en los ratones mkp1-/- sometidos a carcinogénesis 
química con DMBA/TPA. Los ratones de la figura 25 fueron sacrificados 24 semanas después de la 
primera aplicación con TPA, se extrajeron las pieles y se analizaron histológicamente las lesiones. A) 
Piel normal. B) Foco de hiperplasia epidérmica. C) Papiloma escamoso. D) Papiloma escamoso con 
displasia. E) Carcinoma escamoso in situ. F) Carcinoma escamoso invasivo. Los datos son 
representativos de las lesiones desarrolladas en las pieles de los ratones mkp1-/- de dos experimentos 
independientes. Escala x4. 
 
 Papel de MKP1 en carcinogénesis y en respuesta a agentes quimioterápicos 
102 
 
Estos resultados sugieren que la ausencia de MKP1 favorece el desarrollo de tumores de 
piel en el modelo murino de carcinogénesis química epidermal y aumenta significativamente la 
progresión y conversión malignas. 
4.2. Relación entre la expresión de MKP1 y la proliferación y/o diferenciación 
de las células epidermales. 
Fenotípicamente los ratones mkp1-/- son prácticamente indistinguibles de los ratones 
mkp1+/+. Quisimos investigar si esto también ocurría a nivel molecular. Para ello, estudiamos 
por un lado los niveles basales de expresión de quinasas de la familia MAPK y la expresión de 
diferentes marcadores de diferenciación epidermales en la piel de dichos ratones; y por otro, el 
efecto de la expresión de MKP1 sobre la hiperplasia en la piel de estos animales. 
4.2.1. Análisis de la expresión de quinasas y marcadores de 
diferenciación epidermal en ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. 
4.2.1.1. Análisis de la expresión de quinasas de la familia MAPK en 
ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. 
Estudiamos los niveles basales proteicos de diferentes quinasas de la familia MAPK cuya 
expresión está controlada por MKP1. Para ello, realizamos un análisis por immunoblot de la 
expresión de ERK1/2, p38 y JNK1/2 en extractos epidermales de piel de ratones mkp1+/+ y 
mkp1-/- no tratados. Como se muestra en la figura 30, no observamos cambios significativos en 
los niveles de expresión de las proteínas p38 y JNK1/2 en la epidermis de los ratones de ambos 
genotipos. Sin embargo, sí observamos un aumento en los niveles de expresión de ERK1/2 en la 
epidermis de los ratones mkp1-/- respecto a la de los ratones mkp1+/+. 
 
 
Figura 30: Niveles de expresión de MAPKs en la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- no 
tratados. Se seleccionaron dos grupos experimentales de ratones mkp1+/+ (n=3) y mkp1-/- (n= 3) no 
tratados, se sacrificaron y se obtuvieron los extractos proteicos epidermales. Se analizaron los niveles 






Estos resultados sugieren que en condiciones basales, la ausencia de MKP1 podría estar 
favoreciendo la expresión de la quinasa ERK1/2. 
4.2.1.2. Análisis de la expresión de marcadores de diferenciación de 
queratinocitos en ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. 
Algunas de las proteínas sintetizadas por los queratinocitos durante el proceso de 
queratinización son utilizadas como marcadores de diferenciación. Estas son, entre otras, la 
queratina 5, queratina 10 (K10), loricrina, involucrina o filagrina. Con el fin de estudiar si los 
ratones mkp1-/- mantienen la arquitectura del tejido epidermal presente en los ratones mkp1+/+, 
analizamos la expresión de tres de estos marcadores de diferenciación en la epidermis de ratones 
mkp1+/+ y mkp1-/- P4 (día 4 postnatal) no tratados y en ratones adultos sometidos al protocolo de 
carcinogénesis química, mediante técnicas de inmunohistoquímica. Observamos niveles 
similares de expresión de K10 en la epidermis de los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- neonatos; 
mientras que la expresión de loricrina e involucrina fue mucho menor en las pieles de los 
ratones neonatos que no expresan la fosfatasa respecto a los que presentan el genotipo salvaje 
(Tabla 3 y Figura 31). Por el contrario, en la piel de ratones adultos que habían sido sometidos 
al protocolo de inducción química de tumores en dos etapas, la K10 presentó unos niveles de 
expresión muy altos en piel normal, menores en papilomas y más bajos aún en carcinomas. 
Observamos también que la expresión de loricrina e involucrina fue muy baja en la epidermis 
sana de estos ratones, prácticamente ausente en papilomas e inexistente en carcinomas. No se 
apreciaron diferencias significativas en la expresión de los tres marcadores de diferenciación 
entre la epidermis de los ratones mkp1+/+ sometidos a carcinogénesis química y los que no 
expresan la fosfatasa (Datos no mostrados). 
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Las proteínas loricrina e involucrina son expresadas por las células epidermales durante la 
última etapa del proceso de queratinización. Los resultados obtenidos en este apartado muestran 
que nada más nacer, la piel de los ratones que no expresan la fosfatasa MKP1 presenta un fallo 
en el proceso de diferenciación terminal de los queratinocitos epidermales, el cual es reparado 
posteriormente de modo que cuando el animal es adulto no existen alteraciones en el proceso de 






Figura 31: Expresión de marcadores de diferenciación de queratinocitos en la epidermis de 
ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. Tabla 3) Se seleccionaron dos grupos experimentales de ratones mkp1+/+ 
(n=7) y mkp1-/- (n= 7) P4 (día 4 postnatal) no tratados. Se sacrificaron, se extrajeron las pieles y se 
analizó la expresión de K10, loricrina e involucrina mediante técnicas de inmunohistoquímica. La tabla 
indica los niveles densitometrados de DAB ± S.D obtenidos mediante análisis de imagen multiespectral. 
Figura 31) Imágenes representativas de la detección inmunohistoquímica de K10, loricrina e involucrina 





4.2.2. Estudio del efecto del tratamiento con DMBA o TPA sobre la 
proliferación celular e hiperplasia epidermal en ratones mkp1+/+ y 
mkp1-/-. 
Con el fin de esclarecer el mecanismo por el cual los ratones mkp1+/+ presentan 
resistencia a la carcinogénesis de piel multisecuencial, evaluamos si los niveles de MKP1 
alteraban la respuesta proliferativa de las células epidermales al tratamiento con DMBA o TPA. 
Para ello, dos grupos de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- de ambos sexos fueron sometidos a un 
tratamiento agudo con DMBA o TPA. Los ratones fueron tratados tópicamente con una dosis de 
DMBA o TPA y sacrificados al día siguiente o tratados con dosis repetidas de DMBA o TPA 
cada 24 horas y sacrificados al segundo, tercer o cuarto día como se describe en materiales y 
métodos. Todos los ratones tratados con TPA fueron inyectados con BrdUrd 1 hora antes de ser 
sacrificados. Observamos un mayor engrosamiento de la piel en los ratones tratados con DMBA 
o TPA respecto a los ratones control. Esta hiperplasia fue mayor en la epidermis de los ratones 
mkp1-/- tratados durante 4 días con ambos agentes químicos en comparación con los ratones 
mkp1+/+ (Tabla 4 y Figuras 32 y 33A). El tratamiento con DMBA, pero no con TPA, también 
indujo displasia, apreciándose los mayores cambios en la epidermis de los ratones mkp1-/- tras 
cuatro días de tratamiento (Figura 33B). Además, una única aplicación tópica de TPA produjo 
un aumento en la proliferación epidermal de los ratones que no expresan MKP1, ya que el 
porcentaje de células positivas para la incorporación de BrdUrd fue significativamente mayor 
desde el primer día en los ratones mkp1-/- tratados con TPA en comparación a los ratones 
mkp1+/+ (Figura 34). 
 
Tabla 4: Hiperplasia epidermal en ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. Se seleccionaron dos grupos 
experimentales de ratones mkp1+/+ (n=34) y mkp1-/- (n= 34) y se trataron tópicamente con una dosis de 
32 g de DMBA diluido en 200 l de acetona o 12,5 g de TPA diluido en 200 l de acetona. Los 
ratones control se trataron sólo con 200 l de acetona en cada aplicación. Los ratones fueron 
sacrificados al día siguiente o tratados con dosis repetidas de DMBA o TPA cada 24 horas y 
sacrificados al segundo, tercer o cuarto día como se describe en materiales y métodos. Se extrajeron 
las pieles de los ratones, se tiñeron con hematoxilina-eosina y se evaluó la morfometría de la 
epidermis. La tabla indica el grosor de la epidermis de los ratones mkp1+/+ y mkp1-/- en los días 1 y 4 
de tratamiento con DMBA o TPA. Se presenta la media ± S.D de 4 ratones en cada condición 
experimental. 







Figura 32: Hiperplasia epidermal en ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. Imágenes representativas de 
epidermis morfológicamente normal en ratones mkp1+/+ y mkp1-/- de la tabla 4 tratados sólo con 200 l 










Figura 33: Hiperplasia y displasia epidermal en ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. Imágenes representativas de 
epidermis con cambios de hiperplasia A) y displasia B) en ratones mkp1+/+ y mkp1-/- de la tabla 4 en los días 1 y 4 de 
tratamiento con 32 g de DMBA diluido en 200 l de acetona o 12,5 g de TPA diluido en 200 l de acetona. 
Escala x20. 




Estos resultados indican que la sensibilidad al desarrollo de tumores mostrada por la piel de 
ratones mkp1-/- es debida, al menos en parte, a un aumento en la proliferación epidermal durante 
la promoción de tumores. 
4.3. Estudio del mecanismo molecular responsable de la carcinogénesis 
inducida por DMBA-TPA en ratones mkp1-/-. 
Se ha demostrado que el tratamiento con DMBA de la piel de ratones induce la activación 
de Ras en el modelo de carcinogénesis química de piel (23, 129, 208). En una vía típica, la 
activación de Ras inicia una cascada de proteínas quinasas que lleva a la activación de JNK1/2, 
p38 y ERK1/2, entre otras MAPKs, cuya expresión está regulada por la fosfatasa MKP1 (11, 29, 
148). Con el objetivo de elucidar el mecanismo molecular por el cual la piel de ratones que 
expresan MKP1 presenta un menor índice de proliferación celular en respuesta al tratamiento 
con TPA, estudiamos el efecto de la deficiencia de MKP1 sobre la activación de las diferentes 
MAPKs. Para ello, dos grupos de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- de ambos sexos fueron tratados 
tópicamente con una dosis de acetona (control), DMBA o TPA y sacrificados 3 horas después. 
Se obtuvieron los extractos proteicos epidermales y se estudió la activación de estas quinasas 
mediante western blot, utilizando anticuerpos capaces de detectar los niveles de las proteínas 
fosforiladas. Como se muestra en la figura 35, no se observaron diferencias en la activación 
inducida por DMBA o TPA de JNK1/2 y p38 entre ambos genotipos. Sin embargo, la inducción 
 
 
Figura 34: Cambios en la proliferación celular de la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. 
Todos los ratones de la tabla 4 tratados con TPA fueron inyectados con BrdUrd 1 hora antes de ser 
sacrificados. Se obtuvieron secciones del tejido epidermal de los diferentes ratones y se tiñeron con 
anti-BrdUrd. Se cuantificó el número de células positivas para BrdUrd presentes en un mínimo de 
250 células epidermales en cada muestra. La gráfica muestra el porcentaje ± S.D de células 
epidermales positivas para BrdUrd en ratones mkp1+/+ y mkp1-/- tratados con TPA durante los 





de la fosforilación de ERK1/2 por TPA fue mayor en la piel de ratones carentes de la expresión 
de MKP1.  
 Estos resultados sugieren que la ausencia de MKP1 induce la activacion de la vía 
ERK1/2, implicada en promover la proliferación y progresión del ciclo celular, en la piel de 
ratones tratados químicamente. 
 
Se ha descrito que el factor de transcripción Stat3 juega un papel importante en 
carcinogénesis (4, 150) y estudios recientes han mostrado un papel esencial de este factor de 
transcripción en tumorogénesis de piel de ratón (58-59, 216). Debido a esto, decidimos estudiar 
la activación de Stat3 en la piel de ratones que expresan o no la fosfatasa MKP1, tratados con 
DMBA o TPA durante un corto periodo de tiempo (3 horas) o tras un tratamiento agudo con 
ambos compuestos. La figura 36A muestra que no existen diferencias en la fosforilación de este 
factor de transcripción, inducida por DMBA o TPA tras 3 horas de tratamiento, entre ratones 
mkp1+/+ y mkp1-/-. Del mismo modo, en las figuras 36B y 36C observamos que el tratamiento 
repetido con DMBA o TPA durante 4 días induce una mayor expresión de Stat3 respecto al 
control, pero tampoco existen diferencias significativas en la expresión de dicho factor de 
transcripción inducida por DMBA o TPA entre ratones mkp1+/+ y mkp1-/-. Estos resultados 





Figura 35: Activación de MAPKs en la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- tratados con 
DMBA o TPA. Se seleccionaron dos grupos experimentales de ratones mkp1+/+ (n=12) y mkp1-/- (n= 
12), se trataron tópicamente con una dosis de acetona (control), DMBA o TPA y se sacrificaron 3 
horas después. Se obtuvieron los extractos proteicos epidermales y se estudiaron mediante western 
blot los cambios en la fosforilación de JNK1/2, p38 y ERK1/2. La forma no fosforilada de ERK1/2 se 
muestra como control de carga. Los datos son representativos de tres experimentos independientes. 
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Figura 36: Activación y expresión de Stat3 en la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- tratados con 
DMBA o TPA. A) Se estudió el cambio en la fosforilacion de Stat3 mediante western blot en los extractos 
proteicos epidermales de los ratones de la figura 35. Los datos son representativos de tres experimentos 
independientes. B) Se estudiaron mediante inmunohistoquimica los niveles de expresión de Stat3 en la 
epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- sometidos a un tratamiento agudo con DMBA o TPA (ratones de la 
tabla 4). Las graficas muestran las medias de señales positivas para la tinción con anti-Stat3 por campo ± 
S.D de 4 ratones para cada condición experimental. *: p=0.180; **: p=0.999. C) Imágenes representativas 
de la detección inmunohistoquímica de Stat3 en la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/-  sometidos a un 




Otro factor de transcripción implicado en carcinogénesis de piel es p53 (44). Cuando 
estudiamos los niveles de expresión de p53 en la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- 
sometidos a un tratamiento agudo con DMBA o TPA mediante técnicas de inmunohistoquimica, 
observamos que el tratamiento con ambos compuestos indujo la expresión del factor de 
transcripción, siendo ésta mayor en respuesta al tratamiento con DMBA, pero no se observaron 
diferencias significativas en los niveles de expresión de p53 entre ratones de ambos genotipos 
(Figura 37A). Del mismo modo, tampoco observamos diferencias significativas en la expresión 
de p53 ni en la epidermis normal ni en los papilomas desarrollados por los ratones mkp1+/+ y 
mkp1-/- sometidos al protocolo de inducción química de tumores en dos etapas (Figura 37B). Sin 
embargo, se produjo un aumento significativo en la expresión de p53 en los papilomas 
desarrollados por los ratones mkp1-/- respecto a la piel normal, siendo este aumento mucho 
mayor aún en los carcinomas desarrollados por dichos ratones (Figura 37B).  
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Estos datos sugieren que el tratamiento individualizado con DMBA o TPA no es suficiente 
para afectar la expresión/estabilización de p53 en ausencia de MKP1, mientras que el 
tratamiento combinado de estos ratones con dichos agentes sí produce alteraciones en la 
expresión del factor de transcripción. Por tanto, p53 podría estar relacionada con la 






Figura 37: Expresión de p53 en la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- tratados con DMBA, 
TPA o DMBA/TPA. Se estudiaron mediante inmunohistoquimica los niveles de expresión de p53 en 
la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- tratados con dosis repetidas de DMBA o TPA A) durante 4 
días (ratones de la tabla 4) y en ratones mkp1+/+ y mkp1-/- sometidos al protocolo de carcinogénesis 
química con DMBA/TPA B) (ratones de la figura 25). Las graficas muestran las medias ± S.D de 4 





4.4. Estudio de los niveles de expresión de MKP1 en biopsias de pacientes 
con cáncer de piel. 
Como se ha comentado en la introducción, diversos estudios han demostrado que la 
expresión de MKP1 se encuentra incrementada en cáncer de colon, próstata, vejiga, ovario, 
mama y CNMP. Sin embargo, el papel de esta fosfatasa en carcinogénesis parece ser específico 
del tipo de tejido, ya que también se ha encontrado una expresión disminuida de MKP1 en otros 
tipos de cáncer como el carcinoma hepatocelular o testicular. Por lo tanto, se hace preciso 
estudiar el papel de MKP1 en cada tipo tumoral. 
Con el objetivo de investigar la relevancia de MKP1 en el desarrollo del cáncer de piel, 
se analizaron los niveles de expresión de MKP1 en diferentes biopsias de tumores cutáneos 
humanos y se compararon con la expresión de esta fosfatasa en piel normal. Para ello, se 
estudiaron los niveles de expresión génica de mkp1 en biopsias de piel de 31 pacientes con 
diferentes enfermedades cutáneas obtenidas del Departamento de Patología del Hospital 
Fundación Jiménez Díaz (Madrid). Las distintas enfermedades cutáneas humanas incluidas en 
este estudio fueron carcinoma basocelular (n=12), carcinoma escamoso (n=9) y piel normal 
(n=10). Se extrajo el ARN de los tejidos tumorales y normales y se analizaron los niveles de 
expresión de MKP1 por PCR cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR). 
La expresión de MKP1 en todos los tejidos tumorales se comparó con la mostrada en 
todos los tejidos normales, encontrándose que los niveles de expresión génica de la fosfatasa 
estaban significativamente disminuidos en todas las muestras tumorales analizadas (Figura 38).   
Estos resultados se correlacionan con los obtenidos en el modelo murino de 




Figura 38: Niveles de expresión génica de mkp1 en muestras de piel humanas determinados por 
PCR cuantitativa a tiempo real (Q-RT-PCR). Piel normal (n=10); BCC, Carcinoma Célula Basal 





















MKP1, uno de los miembros de la familia de fosfatasas duales mejor estudiado, está 
implicado en quimioresistencia a diversos agentes terapéuticos y en la iniciación y progresión 
tumoral de varios tipos de cáncer, entre ellos el de pulmón, mama, próstata, ovario, páncreas, 
hígado y adenocarcinoma gástrico (298). En este trabajo hemos investigado el papel de MKP1 
en respuesta al tratamiento con diferentes agentes quimioterápicos utilizados en clínica, y su 
papel en la carcinogénesis y progresión de dos tipos diferentes de tumores in vivo, el cáncer de 
pulmón y el cáncer de piel. También hemos estudiado el mecanismo molecular por el que el 
CBDCA induce resistencia en líneas celulares de CNMP. Nuestros resultados muestran que 
MKP1 desempeña un papel fundamental en la resistencia a agentes alquilantes y en la 
carcinogénesis y desarrollo del cáncer de pulmón y piel, por lo que esta fosfatasa podría ser una 
importante diana terapeútica en pacientes con este tipo de tumores. 
1. CARACTERIZACIÓN DE LA FUNCIÓN DE MKP1 EN RESPUESTA A 
DIFERENTES AGENTES ANTITUMORALES. 
La resistencia a los fármacos es uno de los principales obstáculos en los tratamientos del 
cáncer y disminuye la eficacia de la quimioterapia. Recientemente se ha identificado a MKP1 
como un mediador importante de resistencia a varios agentes quimioterápicos en distintos tipos 
de tumores. Se ha descrito que la sobreexpresión de MKP1 en líneas celulares de cáncer de 
mama induce resistencia al tratamiento con mecloretamina, doxorrubicina y taxol (259), 
mientras que la inhibición de la expresión de esta fosfatasa en células de cáncer de pulmón 
sensibiliza éstas al tratamiento con CDDP (60, 293). También se ha demostrado que la 
expresión de MKP1 en líneas celulares de glioma y leucemia linfoblástica aguda induce 
resistencia a etopósido (177) y vincristina (189) respectivamente. Ensayos in vivo han puesto de 
manifiesto que en un modelo de fibrosis pulmonar idiopática inducida por bleomicina, la 
eficiencia de inducción de fibrosis es menor en ratones nulos para MKP1 respecto a los ratones 
control (253), y que la inhibición de la actividad de MKP1 con el inhibidor TPI-3 sensibiliza al 
tratamiento con 5-Fluorouracilo en un modelo de xenotransplantes de la línea celular de cáncer 
de colon MC-26 (161). 
En este trabajo hemos observado que en un sistema no tumoral en el que se encuentra 
alterada la de expresión de MKP1, el tratamiento con los agentes alquilantes CDDP, CBDCA y 
OXALI-Pt de las células que no expresan la fosfatasa induce una mayor sensibilidad a éstos 
mediante la activación de las quinasas JNK1/2 y p38. Sin embargo, tras el tratamiento con el 
resto de agentes quimioterápicos no hemos observado ninguna relación entre la apoptosis 
inducida por estos fármacos y las MAPKs activadas por los mismos, lo que indica que en 
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células normales, la expresión de MKP1 favorece de forma específica la resistencia al 
tratamiento con los agentes alquilantes mediante la regulación de las vías de las MAPKs 
relacionadas con muerte celular.  
2. CARACTERIZACIÓN DEL MECANISMO DE ACCIÓN ANTITUMORAL DEL 
CARBOPLATINO EN CARCINOMA NO MICROCÍTICO DE PULMÓN. 
El cáncer de pulmón, concretamente el CNMP, es la principal causa de muerte por cáncer a 
nivel mundial. Esto se debe fundamentalmente al diagnóstico tardío de la enfermedad y al 
desarrollo de resistencia a la quimioterapia. Los agentes antitumorales derivados de platino, 
CDDP y CBDCA, se han utilizado en la clínica durante los últimos 20 años en el tratamiento de 
muchos tipos de cáncer, jugando un papel primordial en la terapia del CNMP. 
Desafortunadamente, muchos pacientes con esta enfermedad recaen y se hacen refractarios a la 
quimioterapia. Así, la adquisición o presencia de resistencia a CDDP y CBDCA limita la 
eficacia de estos agentes terapéuticos. Por ello, el conocimiento de las rutas de señalización 
activadas por ambos compuestos y que participan en la inducción de la muerte celular, se hace 
indispensable en la mejora de la terapia. 
En este trabajo hemos investigado la sensibilidad a CBDCA, en comparación con CDDP, de 
tres líneas celulares derivadas de CNMP, las células H23, H460 y H1299. La línea celular 
H1299 presenta mayor resistencia al tratamiento con ambos agentes quimioterápicos que las 
otras dos líneas celulares. El análisis del perfil del ciclo celular muestra que la mayor 
sensibilidad presentada por las líneas celulares H23 y H460 al tratamiento con CBDCA es 
debida a un aumento en la apoptosis inducida por éste, mientras que en las células resistentes 
H1299 se produce una acumulación de la población celular en el punto de control G2/M que 
podría favorecer la resistencia al tratamiento, por ejemplo, por un incremento en la reparación 
de las lesiones del ADN. La resistencia a CDDP generalmente es multifactorial (121) y puede 
deberse a la alteración de diferentes procesos celulares como el transporte del fármaco al 
citoplasma y/o núcleo, la reparación del ADN o fallos en las rutas de señalización de apoptosis 
entre las que se encuentran las vías de las MAPKs (178, 220, 230). Trabajos previos han 
demostrado que la activación de JNK1/2 está implicada en la apoptosis inducida por CDDP en 
CNMP (60) y cáncer de ovario (167), mientras que la activación de p38 por este fármaco se 
relaciona con la resistencia a CDDP en diferentes líneas tumorales (38, 179). También se ha 
descrito que la inhibición de la actividad de ERK1/2 aumenta la sensibilidad a CDDP en líneas 
celulares de cáncer de ovario (295).  
No existe información en la literatura que permita establecer alguna relación entre la 
activación de las vías de señalización de las MAPKs y resistencia a CBDCA en CNMP. 




CBDCA en CNMP. Ensayos clínicos muestran una mayor respuesta terapeútica en el 
tratamiento del CNMP en estadios III y IV con una en terapia combinada que incluye CBDCA 
comparada con la que emplea CDDP (106, 199). Asimismo, el CBDCA no presenta 
nefrotoxicidad y es menos tóxico para el tracto gastrointestinal y menos neurotóxico que el 
CDDP (140). Teniendo en cuenta las ventajas que presenta el CBDCA respecto al CDDP, y con 
el fin de encontrar una estrategia para mejorar su actividad terapeútica, decidimos estudiar las 
rutas de señalización activadas por CBDCA en CNMP. 
Nuestros resultados indican que al igual que lo descrito para CDDP en células H460 (60), 
en respuesta al tratamiento con CBDCA en las líneas sensibles H460 y H23 existe una buena 
correlación entre activación de JNK1/2 y p38, inhibición de la expresión de MKP1 e inducción 
de apoptosis, pero con una cinética de activación más tardía que la que tiene lugar en respuesta 
al tratamiento con CDDP. Por el contrario, la línea resistente H1299 presenta una activación 
persistente tanto de JNK1/2 como de p38 pero no expresa niveles detectables de MKP1, siendo 
la inducción de la apoptosis más tardía. Así, la regulación de JNK1/2 y p38 en las células 
H1299 puede deberse a la acción de otra proteína con actividad MAPK fosfatasa. Postulamos 
por tanto, que el CBDCA podría utilizar las mismas vías de inducción de apoptosis que las 
descritas para el CDDP con la única diferencia en la cinética de activación de las mismas. 
Existe mucha controversia en la literatura sobre del papel de ERK1/2 en la supervivencia o 
inducción de apoptosis en respuesta a diferentes estímulos. En general, la activación de la 
cascada de ERK1/2 está implicada en tumorogénesis y proliferación celular (169, 178). Por el 
contrario, se ha demostrado que la activación de ERK1/2 puede participar en la apoptosis 
inducida por daño en el ADN en células HeLa de carcinoma cervical humano (292). Además, 
estudios recientes sugieren que la activación de ERK1/2 mediada por p53 es requerida en la 
apoptosis inducida por CBDCA en carcinoma cervical (257), y que la activación de esta quinasa 
por CBDCA promueve muerte celular en células de cáncer de mama (283). Nuestros resultados 
indican que en el CNMP la activación de ERK1/2 por CDDP no participa en la inducción de 
apoptosis, mientras que en el caso de CBDCA, al contrario de lo descrito para el cáncer cervical 
y de mama, la activación de ERK1/2 parece favorecer la supervivencia en una línea resistente de 
este tipo de tumores, en la que se ve una activación elevada de esta quinasa a pesar de carecer 
del gen p53 (233). 
La activación de JNK1/2 por CDDP está mediada por la cascada MEKK1/SEK1 y está 
directamente relacionada y se requiere para la inducción de muerte celular (243). 
Análogamente, se ha demostrado que ASK1 media la muerte celular programada inducida por 
CDDP a través de la regulación de las vías SEK1/JNK1/2 y MKK3/p38 en células de carcinoma 
de ovario (62, 302). Nuestros resultados indican que en la activación de JNK1/2 en respuesta a 
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CBDCA participa MEKK1 y la activación de p38 por CBDCA depende principalmente de 
ASK1 y MKK6. A diferencia de lo que ocurre con CDDP, el CBDCA produce una activación 
directa de JNK1/2 por MEKK1 que podría estar mediada por quinasas diferentes a SEK1 y 
MKK7 y que desconocemos. Del mismo modo, el tratamiento con CBDCA induce una 
activación directa de MKK6 por ASK1 y esto contribuye al aumento observado en las 
actividades de JNK1/2 y p38. Las rutas de señalización de las MAPKs no son lineales sino que 
muestran una gran versatilidad en los sustratos utilizados. Por ello, aunque MEKK1 activa 
principalmente a SEK1 y MKK7, puede también estimular a p38 a través de la activación de 
MKK6 (162); al igual que ASK1 es capaz de activar a JNK1/2 a través de la fosforilación de 
SEK1 (62, 260), lo que contribuye a la respuesta final de la célula. 
Trabajos previos de nuestro laboratorio han demostrado que el factor de transcripción 
NFkB está implicado en la resistencia a CDDP promoviendo la expresión de la proteína 
inhibitoria de apoptosis XIAP (242). El tratamiento de la línea celular resistente derivada de 
CNMP H1299 con CBDCA produce un gran aumento en la activación de la vía de 
supervivencia NFkB que es 10 veces mayor respecto a las líneas sensibles. Estas diferencias en 
los niveles de transcripción dependientes de NFB existen ya incluso en condiciones basales, ya 
que las células H1299 presentan unos niveles muy altos de activación del factor de 
transcripción. Estos resultados justifican la mayor resistencia observada en respuesta a 
tratamiento con CBDCA en las células H1299 respecto a las H23 y H460. En respuesta a 
estímulo, la activación de NFB puede tener lugar por dos vías de señalización: la vía canónica 
o la vía no canónica (19, 136, 203, 269). Observamos que tras tratamiento con CBDCA la 
activación de la subunidad activa en transcripción de NFB (p65) y de las IKKs (IKK e IKK) 
cuyas actividades están implicadas principalmente con la activación de respuestas 
antiapoptóticas (vía canónica), es mayor en las células H1299, que es la línea celular más 
resistente al tratamiento con CBDCA. En las líneas celulares más sensibles, H23 y H460, existe 
una mayor participación de la vía no canónica (IKK), la vía relacionada con diferenciación 
celular. A pesar de ello, los niveles de activación de la subunidad p65 son altos en las células 
H23. Esto podría deberse a la participación de mecanismos alternativos que impliquen la 
estimulación de la actividad transcripcional de la subunidad p65 de NFB, ya que se ha descrito 
que diferentes estímulos celulares pueden activar la transcripción de NFB mediante 
mecanismos independientes de la translocación nuclear de sus miembros y que dependen solo 
de la activación transcripcional de p65 (251). Por tanto, parte de la quimioresistencia del CNMP 
puede resultar de la activación constitutiva o inducida por el CBDCA de la ruta de 
supervivencia de NFB, como se ha descrito para las células A549 (196), junto con la mayor 
activación de la vía ERK1/2. Sería necesario estudiar qué genes diana de NFB como por 




Nuestros resultados indican que el mecanismo de inducción de muerte celular por CBDCA 
difiere de CDDP en las rutas de señalización activadas por ambos. La diferencia principal que 
hemos encontrado en las células resistentes comparadas con las sensibles es un desbalance entre 
las rutas de muerte y supervivencia, siendo muy relevante la activación de las vías NFB y 
ERK1/2. Una posible estrategia sensibilizadora, sería la terapia combinada de CBDCA con 
agentes inhibidores de la ruta de NFB tal como se ha descrito (13, 86, 100, 181), o bien con 
inhibidores de MEK que presentan menos efectos secundarios y ya están en fase clínica (6, 17, 
104, 197, 221, 274).  
3. CARACTERIZACIÓN DEL PAPEL DE MKP1 EN LA TUMOROGÉNESIS Y 
PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE PULMÓN EN RATONES QUE TIENEN EL 
ONCOGÉN K-Ras ACTIVADO. 
Existen diversos trabajos en la literatura que demuestran que MKP1 desempeña un papel 
importante en la carcinogénesis y promoción tumoral del CNMP. Se ha descrito una expresión 
constitutiva de la proteína MKP1 en CNMP y un aumento en los niveles de mRNA de esta 
fosfatasa en tejido tumoral de CNMP comparado con tejido normal (172). También se han 
observado elevados niveles de expresión nuclear de MKP1 en biopsias de tumores de estadios 
tempranos y líneas celulares derivadas de CNMP y que la inhibición en la expresión de MKP1 
en estas líneas celulares inhibe la capacidad tumorogénica (60, 201, 287). K-Ras es el principal 
oncogén que aparece mutado en el cáncer de pulmón y se cree que juega un papel importante en 
el proceso de la tumorogénesis (9, 234). Entre un 20 y un 30% de los CNMP presentan 
mutaciones en el gen K-Ras de las cuales, aproximadamente el 90% implican los codones 12 o 
13 (92). Las mutaciones oncogénicas de K-Ras inducen la activación de varias vías de 
señalización antiapoptóticas que contribuyen al desarrollo del cáncer de pulmón (79). Dado que 
MKP1 parece desempeñar un papel importante en los estadios iniciales en el CNMP, decidimos 
investigar si la expresión de esta fosfatasa podría estar favoreciendo la formación y progresión 
de tumores de pulmón inducidos por el oncogén K-Ras in vivo. Para ello, utilizamos un modelo 
animal que no expresa la fosfatasa MKP1 y en el que se puede inducir la expresión del oncogén 
K-Ras por tratamiento con 4-OHT. La expresión de este oncogén en los pulmones de ratones 
adultos induce una rápida proliferación celular, que resulta en la formación de adenomas y 
adenocarcinomas (108). Por tanto, este modelo animal nos permite evaluar si MKP1 desempeña 
algún papel en la tumorogénesis pulmonar inducida por K-Ras.  
Nuestros resultados muestran que el número de tumores inducidos por K-Ras es 
significativamente menor en los pulmones de los ratones que no expresan MKP1 en 
comparación con los ratones control. Además, el porcentaje de adenocarcinomas de pulmón de 
alto grado inducidos por K-Ras es mayor en los ratones que expresan la fosfatasa, lo que indica 
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que MKP1 promueve la progresión del cáncer de pulmón inducida por K-Ras. p38 es una de las 
quinasas cuya actividad es inhibida por MKP1. La ausencia de expresión de la quinasa p38α en 
el mismo modelo murino en el que la expresión del oncogén K-Ras se activa mediante el 
tratamiento con esteroides sintéticos (K-Ras+/V12; RERT+/ert; p38α-/-), provocó el desarrollo 
acelerado de los tumores de pulmón inducidos por K-Ras que progresaron rápidamente a 
adenocarcinomas (285), respaldando así los resultados obtenidos en este trabajo.  
La introducción de un casete reportero IRES-β-geo en el extremo 3´UTR del locus del 
oncogén K-Ras4B nos permite monitorizar la expresión de alelo oncogénico mediante tinción 
específica de LacZ con X-Gal. El análisis por tinción de X-Gal de las secciones obtenidas a 
partir de los pulmones de los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1-/- tratados con 4-OHT, muestra que el tamaño y número de los grupos de células β-geo+ 
presentes en los pulmones de los ratones que no expresan MKP1 es menor que en aquellos que 
expresan la fosfatasa, lo que indica que la ausencia de MKP1 puede estar comprometiendo la 
supervivencia y/o progresión de las células que portan la mutación oncogénica K-RasV12.  
El conjunto de estos resultados, junto con lo descrito previamente por nuestro laboratorio y 
por otros autores que demuestra que MKP1 se expresa en un gran número de tumores de CNMP 
en estadio iniciales (60, 287), sugieren que MKP1 es un potente promotor tumoral en cáncer de 
pulmón. 
La activación del oncogén K-RasD12 por instilación de adeno Cre (130) o del oncogén K-
RasV12 por tratamiento con 4-OHT (108) induce el desarrollo de adenomas y adenocarcinomas 
pulmonares que son positivos para el marcador Prosurfactant C (SPC), marcador de neumocitos 
tipo II. Todos los adenomas y adenocarcinomas pulmonares desarrollados en los ratones K-
Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- que hemos analizados han 
resultado ser también 100% positivos para SPC y negativos para CC10, lo que indica que la 
inactivación de MKP1 no altera la naturaleza de estas lesiones ni del resto de los tipos celulares 
estudiados presentes en el pulmón fuera de las lesiones: las células Clara presentes en el epitelio 
bronquiolar y las células alveolares neumocitos tipo II (AT2). Sin embargo, en la actualidad 
existe una gran controversia acerca del origen celular de estas lesiones. Se ha descrito la 
existencia en los pulmones de unas células denominadas BASCs (bronchioalveolar stem cells) 
que presentan propiedades de células stem y que han sido propuestas como las células 
progenitoras de las células Clara y AT2 (149). La expresión del oncogén K-Ras induce la 
amplificación de las células BASCs resultando en el desarrollo de adenocarcinomas pulmonares 
(149). Se ha demostrado que la inactivación condicional de p38α en el modelo K-Ras+/V12; 
RERT+/ert; p38α-/- da lugar a una amplificación y deslocalización de las células BASCs en los 




la tumorogénesis inducida por el oncogén K-Ras en dichos ratones (285). Basándonos en esto 
podemos pensar que el menor número de tumores inducidos por K-Ras en los ratones K-
Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- podría deberse a que los pulmones de estos ratones presenten un 
menor número de células BASCs debido a que en ausencia de MKP1 el oncogén K-Ras no sea 
capaz de inducir eficientemente la amplificación de dichas células. Futuros estudios indagarán 
esta posibilidad. 
Se ha demostrado que  en los adenomas pulmonares la expresión de la forma oncogénica de 
K-Ras activa preferentemente la vía mitogénica Raf/MEK/ERK frente a la vía de supervivencia 
PI3K/PDK/AKT (108). Nuestros resultados muestran que la expresión de MKP1 favorece la 
activación de ERK1/2 en las lesiones pulmonares inducidas por K-Ras. La quinasa ERK1/2 está 
relacionada con proliferación celular y progresión tumoral, por lo que el mayor número, grado y 
tamaño de los tumores desarrollados en los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ podría 
deberse a la mayor activación de la vía ERK1/2 en dichos ratones. Sin embargo, no existe 
correlación entre el patrón de expresión de pERK1/2 y una mayor actividad proliferativa en los 
ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+, estudiada mediante inmunohistoquímica con el 
marcador de proliferación Ki67. Es más, parece que la proliferación se relaciona más con el 
grado de la lesión que con el genotipo. Para determinar con total seguridad si existen diferencias 
en el grado de proliferación de las lesiones pulmonares entre los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- será necesario realizar un contaje del número de células 
positivas para el marcador de proliferación Ki67. 
El estudio de la expresión del marcador de apoptosis caspasa 3 en las lesiones desarrolladas 
por los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- revela que no hay 
apoptosis en ninguno de los genotipos, al menos a los tiempos estudiados. Lo que sugiere que 
las diferencias observadas en el número y tamaño de las lesiones no se deben a que exista una 
menor muerte celular en los ratones que expresan MKP1. Será necesario estudiar el papel de la 
apoptosis en estadios iniciales de la enfermedad, que pudieran explicar la existencia no sólo de 
menos lesiones, sino de menos grupos de células expresando el oncogén en los tiempos 
estudiados en este trabajo. 
Existen diversos estudios en la literatura que relacionan una menor señalización de la vía 
ERK1/2 con la senescencia inducida por Ras (51, 97). Se ha descrito que las lesiones 
pulmonares premalignas (adenomas) son senescentes. Dichas lesiones dejan de ser senescentes 
y progresan a tumores malignos (adenocarcinomas) al perder genes supresores tumorales como 
son p53 y p19ARF (46). En nuestro modelo, el posible papel de senescencia inducido o 
potenciado por la pérdida de expresión de MKP1, podría explicar el menor número de lesiones 
de bajo grado (adenomas) y la menor progresión a lesiones de alto grado (adenocarcinomas). 
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Además, se ha descrito que la inactivación de la proteína cdk4 en presencia del oncogén K-Ras 
induce una respuesta senescente que impide la aparición de lesiones pulmonares (225). Sería 
aconsejable estudiar la senescencia inducida por MKP1 en los ratones K-Ras+/V12; RERT+/ert; 
mkp1+/+ y K-Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- ya que es razonable pensar que la ausencia de MKP1 
podría estar induciendo un mayor grado de senescencia en los ratones que expresan el oncogén 
K-Ras, el cual podría ser responsable de la menor inducción y progresión de las lesiones 
presentes en los pulmones de los ratones que no expresan la fosfatasa.  
Otro posible mecanismo por el que MKP1 favorece la formación y desarrollo de 
tumores pulmonares inducidos por K-Ras, podría ser una mayor eficiencia de transformación 
celular inducida por el oncogén K-Ras que podría verse favorecida en presencia de la fosfatasa. 
Existe un gran número de evidencias bibliográficas que apoyan la implicación de las tres 
principales vías de las MAPKs, ERK1/2, JNK1/2 y p38, cuya actividad es regulada por MKP1, 
en la transformación inducida por Ras. Así, se ha demostrado que la activación de la vía 
Raf/MEK/ERK induce la transformación celular mediada por Ras (224) y que la expresión de 
las quinasas mutantes Raf-1 y MEK bloquean la transformación inducida por Ras en células 
NIH3T3 (224). También se ha descrito que la activación constitutiva de las vías Raf/MEK/ERK 
y JNK en las células HT1080 de fibrosarcoma humano es necesaria para la transformación 
inducida por Ras (223). Del mismo modo, se ha observado que la función del factor de 
transcripción c-Jun, el principal sustrato de JNK, es requerida para la inducción de 
transformación celular por Ras en fibroblastos murinos (148) y que el dominante negativo de 
SEK1, una quinasa activadora de JNK, bloquea la transformación mediada por Ras en células 
NIH3T3 (148). Por el contrario, la activación de p38 bloquea la transformación inducida por 
Ras en células NIH3T3 (147) y estudios realizados en fibroblastos murinos sugieren que p38 
actúa como un regulador negativo de la transformación mediada por Ras (148). Por tanto, la 
posible menor eficiencia de transformación celular inducida por K-Ras en los ratones K-
Ras+/V12; RERT+/ert; mkp1-/- que sería responsable del menor número de lesiones desarrolladas en 
los pulmones de dicho ratones, podría deberse al importante papel que desempeñan las vías de 
señalización de la familia MAPK reguladas por MKP1 en la transformación celular inducida por 
K-Ras. 
 
En esta memoria se demuestra que MKP1 favorece el desarrollo de tumores de pulmón en 
ratones que expresan el oncogén K-Ras mediante un aumento en la activación de la vía de 
señalización relacionada con progresión tumoral, ERK1/2. Alternativamente, este proceso 
podría verse favorecido por una menor senescencia inducida por K-Ras en presencia de la 
fosfatasa o por una mayor eficiencia de transformación celular mediada por dicho oncogén en 




4. CARACTERIZACIÓN DE LA FUNCIÓN DE MKP1 EN LA TUMOROGÉNESIS Y 
PROGRESIÓN DEL CÁNCER DE PIEL EN RATONES DEFICIENTES EN MKP1 
Y EN TUMORES HUMANOS. 
Dependiendo del tipo de tumor existe la posibilidad de que MKP1 pueda actuar como 
promotor o supresor tumoral (22, 32, 110, 298) al igual que ha sido descrito para las quinasas 
p38 y JNK1/2 (288). Para analizar el papel de MKP1 en el inicio y desarrollo del cáncer cutáneo 
hemos utilizado el modelo de carcinogénesis química de piel de ratón. Este modelo fue el 
primero en definir el carácter secuencial de la carcinogénesis, anticipándose a conceptos 
esenciales como la iniciación, promoción y progresión maligna, aplicados posteriormente al 
cáncer humano (303). La carcinogénesis contiene una serie de etapas definidas, como 
alteraciones específicas en protooncogenes o genes supresores tumorales (3, 141). Además, 
ocurren cambios en la expresión de diferentes proteínas, entre ellas las MAPKs (316) cuya 
actividad es regulada por MKP1. 
En este trabajo se demuestra que la ausencia de MKP1 es determinante en el crecimiento 
tumoral in vivo. La falta de expresión de MKP1 tiene efectos claros en la carcinogénesis de piel, 
afectando tanto a los estadios tempranos de la tumorogénesis, como a los tardíos. Los ratones 
que expresan MKP1 muestran mayor latencia tumoral y una reducción significativa de la 
incidencia y multiplicidad de los tumores cutáneos en comparación con los ratones que no 
expresan la fosfatasa. Este fenotipo es idéntico al mostrado por los ratones transgénicos que no 
expresan p38 en la epidermis que sirvieron para demostrar el papel esencial de p38 en la 
carcinogénesis in vivo (249). La deficiencia de p38 en la epidermis de los ratones da lugar a un 
retraso en el desarrollo de los tumores de piel y una significativa reducción del número y 
tamaño de los tumores en comparación con los ratones que presentan el genotipo salvaje. MKP1 
bloquea la expresión de p38 y ha sido relacionada con la disminución de los niveles de 
expresión de p38 inducidos por hipertonicidad en células HEK293T (313). Estos resultados 
apoyan los obtenidos en esta tesis para ratones que no expresan MKP1 y que sugieren que 
MKP1 actúa como un supresor tumoral en cáncer de piel. 
El modelo de carcinogénesis química de piel de ratón reproduce las diferentes etapas del 
desarrollo tumoral, desde que se inicia como un papiloma benigno hasta que se convierte en un 
carcinoma fusocelular, pasando por SCC in situ y SCC invasivo (153). El estudio histológico de 
los tumores desarrollados en las pieles de los ratones que no expresan MKP1 indica que el 
100% de estos tumores corresponden a carcinomas escamosos invasivos, los cuales se han 
desarrollado a través de las distintas etapas de evolución tumoral diferenciadas en el modelo de 
carcinogénesis química de piel de ratón. Así, el tumor maligno se origina a partir de un 
papiloma benigno, que evoluciona a papiloma escamoso con displasia, éste progresa a 
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carcinoma escamoso in situ y finalmente, se produce la conversión a carcinoma escamoso 
invasivo. Por el contrario, las lesiones que presentan las pieles de los ratones que expresan la 
fosfatasa son en todos los casos papilomas benignos, y tan solo uno de ellos es un carcinoma 
escamoso in situ. 
En tumores humanos se ha encontrado una sobreexpresión de la fosfatasa MKP1 en cáncer 
de mama (180, 237, 289), páncreas (171), gástrico (18) y CNMP (287), mientras que en 
carcinoma hepatocelular o testicular su expresión está disminuida (67, 184). Sin embargo, hasta 
la fecha no existen evidencias acerca del comportamiento de MKP1 en cáncer de piel no 
melanoma.  
En este trabajo se aporta el primer estudio de los niveles de expresión de la fosfatasa MKP1 
en un amplio número de muestras de pacientes diagnosticados con BCC y SCC. Los resultados 
obtenidos demuestran que la expresión de MKP1 es significativamente menor en el cáncer de 
piel humano. En este sentido, se ha observado que en todos los casos la expresión de MKP1 se 
encuentra disminuida en las muestras tumorales respecto al tejido epidermal normal. Estos 
resultados son comparables con los obtenidos para los miembros de la familia MAPK (ERK1/2 
(310), p38 (111) y JNK1/2 (139, 308) cuya actividad bloquea MKP1, los cuales se encuentran 
activados en SCC humano, reforzando así los hallazgos obtenidos. 
Estos resultados son respaldados por los obtenidos en el modelo de carcinogénesis química 
de piel de ratón, ya que existe una correlación entre la ausencia de expresión de MKP1 en los 
tumores cutáneos desarrollados en los ratones tratados químicamente, y la disminución en los 
niveles de expresión de la fosfatasa en las muestras de pacientes con BCC y SCC. 
 
Una de las principales enfermedades precancerosas de la piel es la Enfermedad de Bowen o 
carcinoma de célula escamosa in situ. Esta enfermedad se caracteriza por el desarrollo de una 
acantosis epidérmica con presencia de queratinocitos atípicos, con alteración de la morfología 
normal, pérdida de polaridad y ausencia de maduración y mitosis que afectan a todo el espesor 
de la epidermis (307), y se considera una etapa previa a la formación del carcinoma de célula 
escamosa invasivo, ya que alrededor del 5% de los casos progresa hacia carcinoma epidermoide 
invasor (307). En este trabajo hemos observado que el tratamiento cutáneo con DMBA, pero no 
con TPA, de ratones mkp1+/+ y mkp1-/-, además de inducir hiperplasia epidermal produce 
alteraciones en la organización de la epidermis de dichos ratones. Esta displasia es mucho 
mayor en los ratones mkp1-/- respecto a los que expresan la fosfatasa, y es mucho más acusada 
tras un mayor número de tratamientos con el agente carcinógeno. Las características 
histológicas de estas alteraciones son las mismas descritas en la Enfermedad de Bowen, lo que 
indica que la ausencia de MKP1 en ratones favorece la formación de lesiones precancerosas en 




quizás tras el tratamiento con un agente promotor tumoral, como hemos observado que ocurre 
en ratones mkp1-/- que han sido sometidos al protocolo de iniciación y progresión tumoral. 
La K10 es una de las queratinas que se expresan en la capa espinosa de la epidermis y se 
utiliza como marcador de diferenciación temprana en el proceso de queratinización (82, 200). 
La involucrina y loricrina, en cambio, son marcadores de diferenciación terminal de los 
queratinocitos ya que se expresan en la capa granular de la epidermis (43, 81-82, 252). La 
expresión de K10 en la epidermis de ratones mkp1+/+ y mkp1-/- neonatos no presenta diferencias 
significativas entre sí. Por el contrario, la expresión de loricrina e involucrina en la epidermis de 
ratones recién nacidos que no expresan MKP1 es mucho menor que en la piel de los ratones 
neonatos que presentan el genotipo silvestre. Se ha descrito que el desarrollo multisecuencial de 
SCC está asociado con una serie de alteraciones fenotípicas que tiene lugar en las células 
epidermales (306). Así, en piel normal la K10 se expresa abundantemente en la capa espinosa, 
mientras que la loricrina e involucrina lo hacen en la capa granular. En tumores benignos 
inducidos químicamente se mantiene el patrón de expresión de las tres proteínas pero 
disminuyen sus niveles de expresión, siendo éstos muchos menores en carcinomas. En ratones 
mkp1+/+ y mkp1-/- adultos sometidos al protocolo de inducción química de tumores en dos 
etapas, la expresión de los tres marcadores de diferenciación siguen el patrón descrito en la 
literatura tanto en piel normal, como en papilomas y carcinomas, no encontrándose diferencias 
significativas en la expresión de los mismos entre las epidermis de los ratones de ambos 
genotipos, a diferencia de lo que ocurre en ratones neonatos. Por tanto, la ausencia de MKP1 
produce, en las primeras etapas de vida del ratón, alteraciones en el proceso de diferenciación 
terminal de los queratinocitos epidermales que no tienen lugar cuando el animal es adulto, lo 
que sugiere que MKP1 controla el proceso de diferenciación epidermal durante las primeras 
etapas de vida del ratón y que este control se pierde cuando el animal es adulto. En los últimos 
años se han identificado múltiples vías de señalización que son esenciales para la correcta 
diferenciación epidermal y entre las que se encuentran las MAPKs (25-26, 83, 157). La 
estimulación de los queratinocitos con calcio extracelular induce la diferenciación de éstos 
mediante una activación rápida y transitoria de la vía Raf/MEK/ERK (250). Del mismo modo, 
la activación de p38 por diferentes estímulos induce el proceso de diferenciación epidermal 
(84-85), mientras que la inhibición de p38 (84) o JNK1/2 (98) es suficiente para iniciar el 
programa de diferenciación en los queratinocitos de la epidermis. Cuando estudiamos la 
expresión de los niveles basales proteicos de las diferentes MAPKs en ratones que no expresan 
MKP1, no observamos cambios significativos en la expresión de las proteínas p38 y JNK1/2 en 
la epidermis de los ratones de ambos genotipos. Sin embargo, sí observamos un aumento en los 
niveles de expresión de ERK1/2 en la epidermis de los ratones mkp1-/- respecto a la de los 
ratones que expresan la fosfatasa. Esto indica que en condiciones basales MKP1 podría estar 
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regulando el proceso de diferenciación de los queratinocitos a través de la vía de ERK1/2. Esta 
podría ser la primera evidencia de que MKP1 está implicada en la regulación de la 
diferenciación epidermal, ya que aunque se ha descrito que MKP1 participa en la regulación de 
la diferenciación de otros sistemas celulares, como las células del músculo esquelético (21) o los 
adipocitos (241), no existen evidencias en la literatura que relacionen a MKP1 con la 
diferenciación de las células epidermales. 
El tratamiento de la piel de ratones mkp1-/- con DMBA o TPA no tiene ningún efecto sobre 
la activación de las quinasas de muerte JNK1/2 y p38 respecto a la piel de ratones que expresan 
la fosfatasa. Sin embargo, ERK1/2, una de las principales quinasas relacionadas con 
proliferación celular y promoción tumoral, presenta una mayor activación en la epidermis de los 
ratones que no expresan MKP1 tratados con TPA. Curiosamente, la mayor carcinogénesis 
observada en la piel de ratones mkp1-/- se correlaciona con un aumento en la hiperplasia 
epidermal y proliferación celular tras ser tratados con TPA. En este sentido, cabe señalar que la 
delección de ERK1 en la epidermis de ratones inhibe la carcinogénesis de piel inducida por 
DMBA/TPA (31). Por otra parte, una disminución en la activación de la vía ERK1/2-AP1 se 
correlaciona con una reducción del desarrollo de tumores de piel estimulados por DMBA/TPA 
en ratones nulos para JNK2 (61), mientras que un aumento en la señalización de ERK1/2-AP1 
favorece la carcinogénesis química de piel en ratones que no expresan JNK1 (255). También se 
ha descrito que la mayor susceptibilidad al desarrollo de tumores inducidos por DMBA/TPA en 
ratones que expresan p38 en la epidermis, se corresponde con una mayor activación de la vía 
ERK1/2-AP1 (249). Estos estudios apoyan nuestros resultados, pues dado que MKP1 regula 
negativamente la actividad de ERK1/2, JNK1/2 y p38, es lógico pensar que la ausencia de 
expresión de esta fosfatasa favorece el desarrollo de tumores de piel mediante la activación de la 
vía de supervivencia ERK1/2. Estos hallazgos, por tanto, sugieren que una disminución de la 
respuesta proliferativa en la promoción tumoral puede limitar el crecimiento del tumor y, por lo 
tanto, representa una importante protección contra la carcinogénesis de piel observada en este 
modelo murino. 
El factor de transcripción Stat3 está constitutivamente activado en muchos tumores 
humanos y desempeña un papel importante en carcinogénesis (150, 256). Varios estudios 
recientes muestran que Stat3 está implicado en la tumorogénesis de piel inducida químicamente 
y con radiación UVB (58-59, 137, 150, 245). A pesar de ello, no hemos encontrado diferencias 
significativas en los niveles de expresión de este factor de transcripción en la piel de ratones 
mkp1+/+ y mkp1-/-  que han sido sometidos a un tratamiento corto (3 horas) con DMBA o TPA o 
a un tratamiento agudo (dosis repetidas de  DMBA o TPA durante 4 días) con ambos agentes 
químicos. Sin embargo, sí hemos observado un aumento en la expresión de p53 en los 




protocolo de carcinogénesis química. El gen p53 es ampliamente conocido por su importante 
función como supresor tumoral y se encuentra mutado en el 80% de los canceres humanos 
(125). La mayoría de estas mutaciones dan lugar a la perdida de función de p53, lo cual está 
relacionado con el control del ciclo celular y apoptosis (266). Sin embargo, estudios recientes 
indican que algunas de estas mutaciones pueden producir la pérdida de la función antitumoral de 
p53 haciendo que éste adquiera nuevas funciones oncogénicas, conocidas como ganancia de 
función (gain-of-function, GOF), que regulan activamente la migración celular, invasión y 
metástasis, en parte interfiriendo con la función de p63, otro miembro de la familia p53 (204, 
217). Concretamente en cáncer de piel existe una gran controversia acerca del papel que 
desempeña p53 en la carcinogénesis y progresión de este tipo de tumores. Por un lado, se ha 
descrito que la ausencia de expresión de p53 en el epitelio estratificado induce el desarrollo de 
SCC espontáneo mediante la activación de la vía AKT, lo que favorece la proliferación y 
angiogénesis tumoral (188). Este proceso además, es acelerado por la ausencia de expresión del 
gen Rb (188). También se ha observado que el tratamiento con DMBA/TPA de la epidermis de 
ratones nulos para p53 no favorece la iniciación o promoción tumoral, pero sí aumenta la 
progresión maligna (142). Por otro lado, se ha descrito que la epidermis de ratones p53-/- 
muestran resistencia a la carcinogénesis temprana (papilomatogénesis) tras exposición tópica al 
protocolo de carcinogénesis química (142), y que el tratamiento con DMBA/TPA de ratones 
que no presentan ninguna alteración genética induce el desarrollo de tumores cutáneos y un 
aumento significativo de la expresión de p53 en dichos tumores (138). Además, ensayos in vitro 
sugieren que la expresión de p53 desempeña un papel importante en las etapas tempranas de la 
promoción tumoral, ya que el tratamiento con TPA de las células epidermales sensibles a 
promoción tumoral JB6 P+ induce la expresión temprana de p53 en comparación a las células 
resistentes JB6 P- (235). Nuestros resultados están de acuerdo con estos últimos datos, lo que 
nos hace pensar que el aumento observado en los niveles de expresión de p53 en los papilomas 
y carcinomas de los ratones mkp1-/- sometidos al protocolo de carcinogénesis química, está 
relacionado con la mayor sensibilidad de estos ratones al desarrollo tumoral en respuesta al 
tratamiento con agentes carcinógenos, y por tanto, contribuye junto con la vía de ERK1/2 a la 
carcinogénesis de piel en ratones que no expresan MKP1. 
 
 En esta tesis se demuestra que la susceptibilidad al desarrollo de tumores cutáneos en el 
modelo de carcinogénesis química de piel asociado con mutaciones del oncogén H-Ras es 
mayor en ausencia de MKP1. Nuestros datos sugieren que el mecanismo por el que se produce 
una mayor susceptibilidad a los carcinógenos en ratones que no expresan MKP1, es una 
alteración de la respuesta proliferativa asociada con un aumento en la señalización de una de las 
principales vías promotoras de la transformación tumoral, ERK1/2, y de la vía p53. Estos 
hallazgos sugieren por primera vez un papel in vivo de MKP1 como supresor tumoral en la 
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carcinogénesis epidermal, papel que es apoyado por el hecho de que la expresión de MKP1 se 
encuentra disminuida en SCC y BCC humano. El conocimiento de los mecanismos que 
modulan la pérdida de la expresión de MKP1 en cáncer de piel, tales como la metilación del 
promotor o la expresión de miARNs que tengan como diana MKP1, pueden dar la luz para 




















1. La función de MKP1 es específica para la regulación de la apoptosis inducida por 
agentes alquilantes mediante la regulación de la actividad de JNK1/2 y p38, 
pudiendo ser un importante mediador de quimioresistencia. 
 
2. La resistencia a CBDCA en CNMP se correlaciona con la activación de la ruta de 
supervivencia ERK1/2, mientras que la sensibilidad al mismo se correlaciona con 
la inducción de muerte celular por activación de las rutas JNK1/2 y p38. 
 
3. El CBDCA produce una activación directa de JNK1/2 por MEKK1 que podría 
estar mediada por quinasas diferentes a SEK1 y MKK7; y una activación indirecta 
de esta quinasa a través de la vía ASK1/MKK6, que a su vez media la activación de 
p38 en respuesta al fármaco. 
 
4. El CBDCA induce la activación de la ruta de supervivencia de NFkB en las células 
resistentes de CNMP, favoreciendo así la quimioresistencia de este tipo de tumores 
al tratamiento con el fármaco. 
 
5. La expresión de MKP1 contribuye al desarrollo de adenomas y adenocarcinomas 
pulmonares inducidos por el oncogén K-Ras, muy probablemente aumentando la 
activación de la vía ERK1/2. 
 
6. La inactivación de MKP1 no parece alterar la naturaleza celular de los 
bronquiolos ni de los alveolos. Las lesiones de pulmón desarrolladas en los ratones 
mkp1+/+ expresan el marcador SPC igual que las lesiones desarrolladas en los 
pulmones de los ratones que no expresan la fosfatasa. 
 
7. El origen del menor número de lesiones y la presencia de un menor número de 
células expresando el oncogén K-Ras en ratones mkp1-/- podría deberse a 
diferentes mecanismos, no excluyentes, como son, disminución de la supervivencia 
y/o transformación celular por el oncogén K-Ras, la presencia de un menor 
número de células BASCs en los pulmones de dichos ratones y/o aumento de la 
senescencia en células que expresan el oncogen K-Ras. Otros mecanismos también 




8. La ausencia de expresión de MKP1 en ratones sometidos a carcinogénesis química 
con DMBA/TPA favorece el desarrollo de tumores de piel y aumenta 
significativamente la progresión y conversión maligna. Así mismo, la expresión de 
MKP1 es significativamente menor en el carcinoma basocelular (BCC) y escamoso 
(SCC) humano en relación al tejido normal. 
 
9. La mayor sensibilidad al desarrollo de tumores mostrada por la piel de ratones 
que no expresan MKP1 parece deberse a una alteración de la respuesta 
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IGFBP-3 hypermethylation-derived deﬁciency mediates cisplatin resistance
in non-small-cell lung cancer
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Cisplatin-based chemotherapy is the paradigm of non-small-
cell lung cancer (NSCLC) treatment; however, it also
induces de novo DNA-hypermethylation, a process that may
be involved in the development of drug-resistant phenotypes
by inactivating genes required for drug-cytotoxicity. By
using an expression microarray analysis, we aimed to
identify those genes reactivated in a set of two cisplatin
(CDDP) resistant and sensitive NSCLC cell lines after
epigenetic treatment. Gene expression, promoter methyla-
tion and CDDP-chemoresponse were further analyzed in
three matched sets of sensitive/resistant cell lines, 23 human
cancer cell lines and 36 NSCLC specimens. Results revealed
speciﬁc silencing by promoter hypermethylation of IGFBP-3
in CDDP resistant cells, whereas IGFBP-3 siRNA inter-
ference, induced resistance to CDDP in sensitive cells
(Po0.001). In addition, we found a strong correlation
between methylation status and CDDP response in tumor
specimens (Po0.001). Thus, stage I patients, whose tumors
harbor an unmethylated promoter, had a trend towards
increased disease-free survival (DFS). We report that a loss
of IGFBP-3 expression, mediated by promoter-hypermethy-
lation, results in a reduction of tumor cell sensitivity to
cisplatin in NSCLC. Basal methylation status of IGFBP-3
before treatment may be a clinical biomarker and a predictor
of the chemotherapy outcome, helping to identify patients
who are most likely to beneﬁt from CDDP therapy alone or
in combination with epigenetic treatment.
Oncogene (2010) 29, 1681–1690; doi:10.1038/onc.2009.454;
published online 21 December 2009
Keywords: CDDP-resistance; IGFBP-3; NSCLC; hyper-
methylation
Introduction
Non-small-cell lung cancer (NSCLC) comprises more
than 80% of lung cancers, with 1.2 million new cases
worldwide each year (WCR, 2003; Jemal et al., 2008).
Cisplatin (CDDP)-based chemotherapy remains the
standard treatment in combination with other chemo-
therapeutic agents; however, NSCLC patients frequently
exhibit chemotherapy resistance. Molecular mechanisms
of drug resistance remain unclear and are believed to
be multifactorial, involving host factors, numerous
molecular events and genetic and epigenetic changes
(Gottesman, 2002). In addition, chemotherapeutics in-
duce epigenetic changes in the promoter area of speciﬁc
genes, altering expression and possibly underlying
resistance in many tumor types (Baker et al., 2005).
The aberrant DNA hypermethylation of CpG islands
in the gene promoter region is well-described as an
alternative mechanism for tumor suppressor genes
silencing in cancer cells. This includes lung cancer cells,
in which MGMT, p16, RARb, TIMP-3 and DAPK
have been reported as hypermethylated (Merlo et al.,
1995; Esteller et al., 1999; Zochbauer-Muller et al.,
2001). In addition, drug-induced DNA hypermethyla-
tion could be a mechanism of tumor cell response to
chemotherapy agents (Nyce, 1997; Strathdee et al., 1999;
Shen et al., 2004; Zhang et al., 2004). In both lung
adenocarcinoma (HTB-54) and rhabdomyosarcoma
human cells (CCl-136), pulse exposure to CDDP is
associated with drug-induced DNA hypermethylation
(Nyce, 1989), an event that has also been reported in vivo
(Koul et al., 2004). Therefore, one possible reason for
the development of chemoresistance in NSCLC might
be the epigenetic inactivation of certain tumor suppres-
sor gene as a consequence of chemotherapy treatment.
This epigenetic silencing could be reverted by demethy-
lating drugs and histone deacetylase inhibitors such as
5 Aza-2deoxycytidine (5Aza-dC) and Trichostatine A
(TSA). Both drugs act in synergy by depleting methyl-
transferase activity (Baylin et al., 1998) and reversing
the formation of transcriptionally repressive chrom-
atin structure (Marks et al., 2004). Thus, the associa-
tion between promoter-demethylation of hMLH1 by
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pharmacological treatment and reversal of drug-resis-
tance has been reported in human tumor xenografts
(Plumb et al., 2000; Steele et al., 2009).
Many epigenetically silenced tumor suppressor gene
involved in cancer-chemoresistance likely remain to be
identiﬁed as most studies have focused on a limited
number of candidate genes (Strathdee et al., 1999; Shen
et al., 2004). Therefore, a microarray-based screening
pairing the differential genetic proﬁle of sensitive and
CDDP-resistant cell lines with an epigenetic reactivation
approach has the advantage of a global analysis that
should preferentially identify epigenetically silenced
genes as a result of acquired CDDP-chemoresistance.
In this study, we ﬁrst established two CDDP-resistant
cell lines derived from the sensitive H23 and H460
NSCLC cell lines. Screening for genes differentially
expressed in those resistant cells compared with their
drug-sensitive parent cells and re-expressed after 5Aza-
dC and TSA treatments is a new approach that can
provide signatures for the identiﬁcation of target genes
for chemotherapy proﬁling. This process may lead to
further elucidation of the biology of treatment response
in NSCLC. We have identiﬁed a panel of genes showing
this pattern, and found the insulin-like growth factor-
bindin protein-3 (IGFBP-3) gene speciﬁcally downregu-
lated through promoter-hypermethylation in the resis-
tant phenotypes.
The biological signiﬁcance of IGFBP-3 is of great
importance in controlling cell growth, transformation and
survival. It is the main IGFBP-family member, physiolo-
gically, IGFBP-3 binds IGF-I with stronger afﬁnity than
the speciﬁc IGF-I receptor (IGFI-R) to the cell mem-
brane, blocking their interaction and, therefore, the IGF-I
mitogenic and anti-apoptotic actions. It is induced by
wild-type p53 and interacts with the TGF-b and EGFR
pathways (Buckbinder et al., 1995; Rajah et al., 1997;
Guix et al., 2008). IGFBP-3 has been recently reported by
the authors and others as a candidate tumor suppressor
gene under epigenetic regulation in several tumor types
including lung, kidney and ovarian cancer (Chang et al.,
2002b; Ibanez de Caceres et al., 2006; Wiley et al., 2006),
and although its role in tumor progression has been
studied, its function in acquired resistance to CDDP,
chemotherapy response prediction as well as in drug-
resistance phenotype identiﬁcation remains to be
characterized. In this study we examined the promoter
methylation proﬁle of IGFBP-3 regarding sensitivity to
CDDP in 27 human cancer cell lines and in a panel of 36
NSCLC specimens. We report that a loss of IGFBP-3
expression mediated by aberrant promoter hypermethyla-
tion results in a reduction of tumor cell sensitivity to
CDDP treatment in NSCLC.
Results
Establishment of NSCLC human cell lines resistant
to CDDP
We established two human NSCLC cell lines resistant to
CDDP, H23R and H460R, which were selected after a
ﬁnal exposure to 0.2 and 0.5 mg/ml CDDP respectively,
showing approximately four times more drug resistance
than the matched parental cell line (4.07 and 3.89
resistant index; Po0.001 and Po0.002) (Supplementary
Figures 2a, b and c). Both cell lines showed a similar
CDDP resistant-index to 41R ovarian cancer cells (4.8;
Po0.001) (Supplementary Figure 2c).
Identiﬁcation of genes induced by 5Aza-dC and TSA
treatment in CDDP-resistant cell lines
We identiﬁed a group of genes under direct or indirect
regulation of 5Aza-dC and TSA that were involved in
important tumor-related pathways, including cell growth,
apoptosis and negative regulation of cell-cycle progres-
sion. It is interesting to note that only three genes were
commonly re-expressed in both cell lines at similar levels
to the sensitive parental cells. We also selected a second
group of six genes speciﬁcally re-expressed in each cell
line, representing, as expected, signiﬁcant inter-individual
variation in drug response (Figure 1a).
For gene validation, we ﬁrst tested their expression
proﬁle by RT–PCR, conﬁrming the results from
microarray analyses in all nine genes analyzed. The
expression of ARRDC-4, DKK1 and DUSP5 was
dramatically decreased in both H23R and H460R cell
lines compared with their parental line, whereas a strong
signal in H23R-T and H460R-T cells conﬁrmed re-
expression after 5Aza-dC and TSA treatment. AREG,
GDF-15 and IGFBP-3 followed the same pattern in H23
cells, whereas NNAT, PHLDA1 and S100A2 did in
H460 cells (Figure 1b). We previously reported that
GDF-15 was methylated in normal tissues (Ibanez de
Caceres et al., 2006); therefore, we next used bisulﬁte
sequencing (BS) to validate the promoter-methylation
status in the remaining genes containing a real CpG
island. Promoters of ARRDC4, DKK1, DUSP5, AREG
and PHLDA1 were unmethylated in all experimental
groups, indicating that they are not under direct
epigenetic regulation, as an example, the methylation
status of ARRDC4 is shown in Figure 1c. The NNAT
gene was methylated in DNA from non-neoplastic lung,
H460 and H460R cells, suggesting possible epigenetic
regulation that could explain the intense signal in
H460R cells after reactivation treatment. Data from
DKK1, DUSP5, AREG, PHLDA1 and NNAT are
shown in Supplementary Figure 3.
IGFBP-3 CpG-island study and methylation analysis
For IGFBP-3, we studied a promoter CpG island
located 518/þ 744 from the ﬁrst exon, where we
examined the 688 bp upstream from the ATG site. The
island was unmethylated in non-neoplastic lung tissue
DNA, whereas H23R resistant-cells were more densely
methylated than H23S, in accordance with the decrease
observed in gene expression. In addition, re-activation
treatment restored unmethylated promoter and gene
expression in H23R (Figure 2). We used the matched
41S and 41R cells to verify that IGFBP-3-methylation
status was directly related with the CDDP-resistance
process, as ovarian cancer is, like NSCLC, a tumor type
that exhibits frequent resistance after CDDP-based
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therapy. Supporting our results, we found the IGFBP-3
promoter completely unmethylated in 41S cells and
densely methylated in 41R cells, whereas 5-Aza-dC/TSA
treatment again restored promoter unmethylation and
gene expression, conﬁrming that IGFBP-3-hypermethyla-
tion occurs in those cells as a CDDP resistance-speciﬁc
process. Furthermore, using qRT–PCR, we conﬁrmed that
IGFBP-3 expression was 1000-fold higher in 41S cells than
in H23S cells, in which the IGFBP-3 promoter is semi-
methylated (Supplementary Figure 4). Accordingly, we
established that IGFBP-3-methylation in 41R cells paral-
lels a decrease in gene expression of more than 10000-fold
compared with 41S cells (Supplementary Figure 4),
whereas reactivation treatment increased the expression
by 10 times. These results indicate that hypermethylation
of IGFBP-3 is speciﬁc to CDDP-resistant cell lines.
IGFBP-3-promoter methylation mediates the response
to CDDP
To investigate if IGFBP-3-promoter hypermethylation
mediates chemosensitivity to CDDP or is a consequence
of treatment, we silenced expression in 41S cells, as in
these cells IGFBP-3 is highly expressed and therefore
susceptible to being successfully knocked-down. Trans-
fection of the siRNA-negative-control did not affect the
IGFBP-3 expression pattern in 41R and 41S cells
(Figure 3a). IGFBP-3 expression was successfully
silenced in 41S cells with 75% interference efﬁciency
24 h after transfection, effect that was maintained after
72 h with an approximately 70% efﬁciency compared
with 41S cells transfected with control-RNAi
(Figure 3b). This IGFBP-3 silencing induced a decrease
in CDDP sensitivity compared with cells transfected
with the negative control, resulting in a signiﬁcant
increase in the IC50 value in response to CDDP (0.5 mg/
ml vs 0.3 mg/ml, Po0.001). Those cells showed an
intermediate sensitivity degree between 41S and 41R
cells transfected with the negative control, with a
resistance index lower than 41R RNAi NC cells (1.67
vs 4.1, Po0.001), in which IGFBP-3 is completely
silenced by promoter methylation (Figures 3c and d).
These results conﬁrm IGFBP-3 promoter hypermethyla-
tion as an event that mediates the response to CDDP.
Next, CDDP viability response and IGFBP-3 methy-
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Figure 1 Identiﬁcation of resistant genes under epigenetic regulation. (a) Selected genes meeting the described criteria, in both
resistant cell lines (H23/H460) or in each cell line independently (H23 or H460). (b) RT–PCR in parental (S), resistant (R) and resistant
cell lines under epigenetic reactivation (R-T). (c) Bisulﬁte sequencing of ARRDC4 as an example of an unmethylated gene, indicated by
the presence of T instead of C in the positions indicated by the arrows in all experimental groups: non-neoplastic lung tissue (NL),
H23, H23R, H460 and H460R cell lines.
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lines, in order to study the correlation between prom-
oter hypermethylation and CDDP-resistance, and to
conﬁrm the most frequent methylation positions for the
methylation-speciﬁc PCR (MSP) primer design (Supple-
mentary Table 1). Results showed different viability
responses to CDDP independently of tumor type. In all,
16 out of 23 (70%) cell lines showed low CDDP-
sensitivity (IC5042.5 mg/ml), with IGFBP-3 methylated
in 12 (75%), probably as a consequence of metastasic
origin of cell lines (Supplementary Figure 1). The MSP
primers designed by comparing the BS from the cell lines
were used to analyze the IGFBP-3-methylation status in
DNA from the formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded-
NSCLC tumors, as described below.
Speciﬁc methylation of IGFBP-3 in CDDP-resistant
NSCLC primary tumors
To determine whether IGFBP-3 methylation is a
frequent event in primary tumors that correlates with
the response to CDDP, we exposed 36 stage I/II NSCLC
fresh tumors to various CDDP concentrations, analyzed
their IGFBP-3-methylation status by MSP and studied
their correlation with clinical history. All baseline
characteristics vs CDDP-sensitivity and methylation
status are summarized in Table 1, whereas individual
patient data are listed in Supplementary Table 2.
According to receiver operating characteristic meth-
odology, the IC50 index clearly delineated two groups of
patients in terms of the sensitive or resistant proﬁle to
CDDP. The cut-off point was established on an IC50 of
7.5 mg/ml. Under these conditions, 19 out of the 36
samples were above this cut-off, and therefore, con-
sidered to have low sensitivity to CDDP, whereas 17
samples out of 36 were under this cut-off and considered
highly sensitive. IGFBP-3 was more frequently methy-
lated in resistant (14 out of 19, 74%) than in sensitive
tumors (2 out of 17, 12%) (Po0.001); in addition,
IGFBP-3 was unmethylated in 15 out of the 17 (88%)
highly sensitive samples (Figure 4c and Table 1).
Consequently, we found an 81% (29 out of 36 samples)
correlation between IGFBP-3-methylation status and
response to CDDP (Figure 4c). In addition, we did not
detect any CpG-site methylation in ten additional non-
neoplastic lung samples. DNA extracted from three
fresh samples was used to test IGFBP-3-methylation as
an internal control for the MSP analysis (Figure 4b). An
MSP sample is shown in Figure 4a; patients 22 and 34
are unmethylated, whereas 19, 6 and 30 are methylated,
linking with the BS shown in Figure 4b.
When comparing data from pooled patients according
to stage and methylation status of the IGFBP-3-
promoter, we observed that patients diagnosed with
pathological stage I, whose tumors harbor an unmethy-
lated promoter, had a clearly increased DFS compared
with methylated stage I patients. In addition, a clear



























Figure 2 Bisulﬁte sequencing of the IGFBP-3 gene promoter. Analysis of the CpG island from non-neoplastic lung tissue DNA (NL)
and two sets of CDDP sensitive (S), resistant (R) and resistant-treated (R-T) cell lines derived from H23 (left set) and 41 (right set) cell
lines. The CpG island location is indicated by the red square and covers the ﬁrst exon. The area analyzed is that indicated between the
two pairs of arrows at the top of the ﬁgure. Circles represent the methylation frequency of each CpG site analyzed from H23R and 41R
cell lines; white: never or low methylation frequency (0–15%); gray: medium methylation frequency (15–30%) and black: high
methylation frequency (430%). The presence of C preceding a G in the sites indicated by the red asterisks demonstrates that these
cytosines were methylated, whereas the blue ones indicate semi-methylated positions. The presence of T instead of C in the same
positions in NL and in the R-T cell lines indicates unmethylated positions in no-tumor DNA and after epigenetic-reactivation
treatment. RT–PCR of both sets linking the cell lines methylation proﬁle is shown at the top of each set. A full colour version of this
ﬁgure is available at the Oncogene journal online.
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survival was evident in all strata (Figure 5b), but
without statistical signiﬁcance, mainly because of a
small sample size (Figure 5a). Surprisingly, for stage II
patients we observed the opposite scenario: patients that
harbor an unmethylated promoter had a lower DFS
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Figure 3 Effect of IGFBP-3 silencing on sensitivity to CDDP. (a) IGFBP-3 expression after transfection with siRNA negative control
(NC) in 41S and 41R cells (b) IGFBP-3 mRNA levels in 41R and 41S cells transfected with siRNA against IGFBP-3 or NC at 24 and
72 h after transfection. cDNA quantity was estimated by PCR ampliﬁcation of the GAPDH gene using ImageJ 1.37V N (http://
rsb.info.nih.gov/ij/) (c) Viability curves of 41S cells transfected with siRNA against IGFBP-3 (41S RNAi IGFBP-3) or with the negative
control (41S RNAi NC) and 41R cells transfected with the negative control (41R RNAi NC), to CDDP at six different test-drug
concentrations. Data were normalized to each untreated control, set to 100%. Data represent the mean±s.d. of at least three
independent experiments carried out with eight wells at each drug concentration for every cell line analyzed. (d) Data represent the
IC50, inhibitory concentration that kills 50% of the cell population 48 h after CDDP exposure; the CDDP-RI, or resistance index to
CDDP was calculated as (IC50 from 41S RNAi IGFBP-3 or 41R RNAi NC)/(IC50 41S RNAi IGFBP-3)±the s.d. Po0.01 was
considered a signiﬁcant change in drug sensitivity (Student’s t-test). M, marker; bp, base pair.
Table 1 Baseline characteristics of included patients. Correlation between methylation status, resistance to cisplatin and clinical/pathological
characteristics are shown
N (%) Methylated Unmethylated P Sensitive Resistant P
Stage
Stage I 22 (61.1) 12 10 0.172 7 15 0.043
Stage II 13 (36.1) 4 9 9 4
Stage unknown 1 (2.8) 0 1 1 0
TNM
T1 9 (25) 6 3 0.288 0 9 0.005
T2 22 (61.1) 9 13 13 9
T3 4 (11.1) 1 3 3 1
T unknown 1 (2.8) 0 1 1 0
N0 26 (72.2) 13 13 0.460 10 16 0.245
N1 9 (25) 3 6 6 3
N unknown 1 (2.8) 0 1 1 0
Histology
Epidermoid 22 (61.1) 9 13 0.427 11 11 0.64
Adenocarcinoma 10 (27.8) 4 6 5 5
Large cell 4 (11.1) 3 1 1 3
In vitro resistance to cisplatin
Resistant 19 (52.8) 14 5 o0.001
Sensitive 17 (47.2) 2 15
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A central issue to better understanding the natural
history of NSCLC is why disease becomes refractory to
CDDP-based chemotherapy treatment. Cisplatin has
extensive antitumoral activity, whereas its toxicity in
normal tissues is relatively restricted to speciﬁc cellular
types such as gastrointestinal enterochromafﬁn cells,
kidney convoluted tubules or dorsal root ganglia
(McKeage, 1995), suggesting an epigenetic inﬂuence in
toxicity. In addition, CDDP exposure is associated with
drug-induced DNA hypermethylation in vitro (Nyce,
1989) and clinically (Koul et al., 2004), indicating the
importance of epigenetic changes in the rapid induction
of resistance.
Most studies involving epigenetic chemotherapy-
acquired resistance have focused on a limited number
of candidate genes, such as p16 (Katsaros et al., 2004),
RASSF1A (Yoon et al., 2001; Makarla et al., 2005) or
hMLH1 (Strathdee et al., 1999), which possibly
contribute to resistance in ovarian, lung and other
cancers. Here, we developed a microarray-based strat-
egy to identify new potential targets of promoter
hypermethylation in CDDP-resistant phenotypes in
lung cancer, which are therefore potentially involved
in the development of resistance. We established
the cell lines H23R and H460R, with a CDDP-resistant
index in accordance with the previously established
cancer cell line 41R, assuming that similar resistant
events could follow. NSCLC-resistant cell lines under-
went epigenetic treatment, and were then compared with
the parental and resistant cell lines through microarray
assays. The ontology analysis identiﬁed a set of genes
involved in several tumor progression pathways,
similarly to a recently published genomic approach that
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Figure 4 MSP of IGFBP-3 in primary NSCLC tumors. (a) MSP example in the analyzed tumor samples: Presence of a PCR product
in the methylated lane (M) indicates methylated alleles for IGFBP-3. PCR product in the unmethylated lane (U) from tumor DNA
most likely arises from normal cell contamination of the tumor specimen. Tumor cell lines 41R and H1299 and primary tumors 5 and
15 were used indistinctly as positive controls, whereas cell line 41S and primary tumors 21 y 29 as negative controls. (b) BS of three
primary tumors conﬁrms MSP primer speciﬁcity. Arrows point to the methylated cytosines in sample 6. (c) The left ﬁgure represents
CDDP sensitivity from the 36 NSCLC samples using the IC50 value against their methylation status. Samples with IC50X7.5mg/ml are
considered resistant to CDDP. The right panel represents the correlation between methylation status and CDDP sensitivity. Met-
speciﬁc represents samples whose response to CDDP correlates with IGFBP-3 methylation status, whereas Met-unspeciﬁc represents
samples with no correlation.
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pathways associated with CDDP-resistance (Riedel
et al., 2008).
From the nine genes selected for further validation,
three were commonly re-expressed in both resistant cell
lines, whereas six other genes were speciﬁc for each cell
line, indicating that CDDP and 5Aza-dC/TSA treat-
ments affect different groups of genes and/or biological
pathways, which could explain the high inter-individual
variation in drug response described in lung cancer
patients (Herbst et al., 2008). Further validation
conﬁrmed that all genes had basal expression in the
parental cells, which highlights their importance in
maintaining the sensitive phenotype, as they lacked or
strongly diminished their expression in resistance.
Conﬁrming the relevance of our approach to identifying
‘resistance-inductor-genes’, it is interesting to note that
the decreased expression of DKK1 has been recently
associated with acquired CDDP resistance in head and
neck cancer (Gosepath et al., 2008). Epigenetic valida-
tion revealed that only one gene from our panel, IGFBP-
3, had speciﬁc promoter methylation in CDDP-resis-
tance, thereby indicating that the remaining genes are
not under direct epigenetic regulation although their re-
expression after 5Aza-dC/TSA treatment conﬁrms
recent ﬁndings (Morris et al., 2008). Those genes could
be activated by an upstream regulatory gene or
transcription factor whose expression was reactivated
by demethylation, as is the reported case of gene TGM2,
which is re-expressed in kidney cancer but epigenetically
regulated upstream by RASSF1A (Ibanez de Caceres
et al., 2006).
We focused on the epigenetic regulation of IGFBP-3.
Our results show IGFBP-3 strongly silenced by promo-
ter hypermethylation in 41R and H23R-resistant cells in
comparison with respective parental cells, with marked
IGFBP-3-basal expression. In addition, demethylation
treatment restored the unmethylated CpG positions as
well as gene expression, thus conﬁrming the epigenetic
regulation of IGFBP-3 in CDDP-resistant cell lines.
Moreover, IGFBP-3 was more highly expressed in the
unmethylated cell line 41S than in H23 cells, which
IGFBP-3-promoter is semi-methylated. Those results
conﬁrm the correlation between the decrease in IGFBP-
3 expression regulated by promoter hypermethylation
and the loss of CDDP sensitivity. Furthermore, we
here report that the IGFBP-3-promoter hypermethyla-
tion event is responsible for and not a consequence
of CDDP-acquired resistance. This is because silencing
of IGFBP-3 expression in the 41S cells induced a strong
decrease in CDDP sensitivity with a relative resistance
index transitional to resistant 41R and sensitive
41S cells. We also tested the speciﬁcity of aberrant
IGFBP-3-promoter methylation to detect CDDP sensi-
tivity in primary tumors, and found that most of CpG
dinucleotides were methylated in resistant but not in
sensitive primary samples, indicating a signiﬁcant
correlation between IGFBP-3-methylation and CDDP
chemosensitive-response. IGFBP-3 was methylated in
some patients before clinical exposure to CDDP,
suggesting a possible intrinsic resistance to the drug.
In fact, a follow-up study of those patients after
chemotherapy treatment showed that patients diagnosed
with pathological stage I and harboring an unmethy-
lated IGFBP-3 promoter had a clear trend towards
higher survival, evident in all strata, compared with
other groups. Our sample size was not large enough to
demonstrate a statistically signiﬁcant difference between
all groups, but it is a starting point for future studies.
The surprising results obtained from stage II patients
are also size-limited, but it is possible that adjuvant
therapy typically administered for stage II patients could
have a role in observed differences within this stage.
Unfortunately, we have no full data about adjuvant
therapy administered in our set of patients.
From our results, we report that IGFBP-3-methyla-
tion could be a master key used for cell tumor
Stage I-Methylated Stage I-Unmethylated Stage II-Methylated Stage II-Unmethylated
Sig. Sig. Sig. Sig.
Stage I Methylated 0.428 0.780 0.086
Stage I Unmethylated 0.428 0.327 0.043
Stage II Methylated 0.780 0.327 0.466





















Stage I promoter of IGFBP-3 Methylated
Stage I promoter of IGFBP-3 Unmethylated
Stage II promoter of IGFBP-3 Methylated





Figure 5 Pair comparison and Kaplan–Meier. Comparison between stages, IGFBP-3 methylation status and cumulative disease-free
survival in 36 patients diagnosed with stage I and II NSCLC.
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progression in conjunction with its biological functions.
Induction of IGFBP-3 gene expression by wild-type p53
is associated with enhanced secretion of an active form
of IGFBP-3 capable of inhibiting mitogenic signaling by
the IGF-I (Buckbinder et al., 1995). The CGH proﬁle of
cell lines 41S and 41R indicate no changes in chromo-
some 17, whereas p53 is located at (17p13) (Leyland-
Jones et al., 1999), indicating that IGFBP-3 promoter
methylation at the p53 regulatory element could cause
gene silencing resistant to p53 in those cell lines. The
IGF-I signaling pathway could mediate chemotherapy
resistance of NSCLC cells through the activation of
Akt/mTOR-mediated synthesis of survival proteins,
thus protecting NSCLC cells from apoptosis induced
by several drugs, as reported previously with drugs that
inhibit tyrosine-kinase receptors including EGFR or
IGFIR (Morgillo et al., 2006, 2007). Those authors
suggest that resistance is caused by the activation of
alternative cell survival signaling mechanisms, because
those drugs do not inhibit proliferation at doses
sufﬁcient to suppress EGFR activation. In fact, we
observed decreased expression of IGFBP-3 in chemore-
sistant cell lines, therefore a higher amount of IGF-I
should be available to join its own receptor and strongly
activate the IGFIR pathway, inducing survival and
maintaining proliferation in CDDP-resistant cells. In
addition, in a p53 and/or IGF-I-independent pathway,
methylation could also be the mechanism responsible
for inhibiting the apoptosis mediated by IGFBP-3
through the activation of the TGF-b receptor TbR-V,
(Rajah et al., 1997; Huang and Huang, 2005).
IGFBP-3-methylation has been correlated with clin-
icopathological features indicative of poor prognosis in
prostate and ovarian cancers (Wiley et al., 2006; Perry
et al., 2007) and in the early stages of NSCLC patients
(Chang et al., 2002a, 2002b), likely indicating that those
patients have intrinsic resistance to CDDP. However,
we know that those patients with unmethylated IGFBP-3
in early stages could also progress towards a methylated
promoter after CDDP treatment, thus showing acquired
resistance. A follow-up study after chemotherapy treat-
ment measuring aberrant IGFBP-3 methylation in tumor
DNA circulating in body ﬂuids such as blood, bronchio-
alveolar ﬂuid or saliva could identify this situation when
CDDP-resistant cells arise, providing a non-invasive test
to predict chemotherapy resistance.
In this study, we report that IGFBP-3 has an inverse
effect on the risk of NSCLC CDDP chemoresistance
development. CDDP induces changes in IGFBP-3
expression mediated by the acquisition of promoter
hypermethylation, which promotes resistance to CDDP
through various biological pathways. Therefore, basal
methylation status of the IGFBP-3 promoter before
chemotherapy treatment may be a clinical biomarker
predictor of the chemotherapy outcome of NSCLC
patients, identifying those who are most likely to beneﬁt
from CDDP therapy. These results represent a new
application of epigenetic cell control in chemotherapy
resistance. This application involves the possible use of
new highly sensitive and non-invasive tests based on the
detection of aberrant methylation in tumor-circulating
DNA (Carvalho et al., 2008), as well as the use of agents
that reverse epigenetic changes. These agents have
shown promising results in a mouse model of lung
carcinogenesis and are being tested in lung cancer
patients (Belinsky et al., 2003)
Materials and methods
Cell culture and viability to CDDP
A total of 23 human cancer cell lines (Supplementary Figure
1), representing nine different cancer types, were purchased
from the ATCC (Manassas, VA, USA) or the ECACC (Sigma-
Aldrich, Madrid, Spain) and cultured as recommended. The
CDDP-resistant variants H23R and H460R were established
following the methodology described previously (Plasencia
et al., 2006) and further detailed in Supplementary Materials
and Methods (Roninson, 2003; Chattopadhyay et al., 2006;
Levina et al., 2008). To validate the results obtained from the
resistant cell lines established in our laboratory, we also used
CDDP-sensitive and resistant ovarian cancer cell lines 41M
and 41MR, hereafter called 41S and 41R respectively, kindly
provided by Dr Lloyd R Kelland (UK), and maintained in
DMEM supplemented with 10% FBS.
NSCLC clinical samples and data collection
Fresh and formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded surgical speci-
mens were obtained from 36 patients who had undergone a
complete resection (R0) for a histologically conﬁrmed, early
NSCLC. All patients had both a perioperative PET-CT scan
showing localized disease and a pathological conﬁrmation of
stage I/II. In addition, an age of 18 years or older,
intraoperative mediastinal-node dissection for reliable med-
iastinal staging or biopsy of nodes at N3 without any evidence
of disease was inclusion criteria. Stage III, any involvement of
tracheobronchial angle nodes (station 10), mixed histological
features and previous diagnosis of cancer within the last 5
years were exclusion criteria. Histological slides obtained from
each block were reviewed by an expert pathologist (M Nistal)
to conﬁrm the diagnosis and to guarantee at least 90%
tumoral content. A total of 10 samples obtained from
pulmonary biopsies with non-neoplastic lung pathology were
used as control tissues. Follow-up was carried out according to
the criteria used in the Medical Oncology Division from the
University Hospitals La Paz and 12 de Octubre, including
clinical assessments and thorax CT every 3 months for 2 years
and every 6 months thereafter. Clinical, pathological and
radiological data were recorded by an independent observer at
the H. La Paz and blinded for statistical analysis.
5Aza-2dC and TSA treatment
5Aza-dC and TSA (Sigma-Aldrich) were stored as 5mM and
330 mM stock solutions, respectively. For re-expression studies,
resistant cell lines H23R, H460R and 41R were split to low
density and exposed to 5Aza-dC and TSA or to PBS and
ethanol (mock cells) as described previously (Ibanez de
Caceres et al., 2006).
Oligonucleotide array hybridization and gene selection
Parental H-23 and H-460 cell lines, derived CDDP-resistant
cell lines and resistant cell lines treated with 5Aza-dC and TSA
were used for the oligonucleotide array hybridization. Total
RNA was isolated and puriﬁed as described (Ibanez de Caceres
et al., 2006) and used for the microarray and RT–PCR
analysis. The microarray assay was carried out using the
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Agilent gene expression platform 4X44 Whole Human
Genome Oligo Microarray Kit, representing the 41 000 known
genes and transcripts in the human genome. Sample ampliﬁca-
tion, labeling and scanning procedures followed the Agilent
microarray protocol and are further described in Supplemen-
tary Materials and Methods.
Reverse transcription and qRT–PCR
Semiquantitative and real-time RT–PCR assays were carried
out in all the experimental groups. In all, 5 mg of total RNA
was reverse transcribed using oligo (dT)24 primer and Super-
script II reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA). For quantitative real-time RT–PCR analysis, the
amount of 1 mg of total RNA was retrotranscribed by High-
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Madrid,
Spain). Next, each cDNA sample was analyzed in triplicate
using the ABI PRISM 7700 Sequence Detector (PE Applied
Biosystems, Madrid, Spain). Real-time PCR was carried
out using Taqman Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Madrid, Spain), containing ROX to normalize
emissions. Primers and probe for IGFBP-3 expression analysis
were purchased from Applied Biosystems (Assay ID:
Hs00181211_m1). Relative gene expression quantiﬁcation
was calculated according to the comparative threshold cycle
method (2 DDCt) using GADPH and 18S rRNA as endogenous
control genes and the H23S and 41S cell lines as calibrators.
Normalized expression values were determined as follows:
10–(DCt sampleDCt calibrator), where DCt values were calculated by
subtracting the Ct value of the target gene from the value of
the mean between endogenous control genes. PCR settings and
primer sequences are listed in Supplementary Materials and
Methods and Supplementary Table 1.
siRNA transfection
The 41S and 41R cell lines were transfected with 150nM IGFBP-3
siRNA or negative control siRNA (HSS105266, Stealth Select
RNAi and 2935–200, stealth RNAi Negative Control, Invitrogen,
Barcelona, Spain) according to manufacturer directions. For the
viability assay, cells were seeded in 24-well dishes at 50000
cells per well 24h after transfection with IGFBP-3 siRNA or
siRNA control, then treated with six different doses of CDDP
for an additional 48h and stained following the method described
previously (Chattopadhyay et al., 2006). Cell viability was
estimated relative to the density recorded over the same
experimental group without drug exposure at same period of
time (24h following seeding of cells). Simultaneously, same
experimental groups were seeded at 500000 cells per plate and
harvested at same incubation periods, 24 and 72h after siRNA
transfection, as a time-course to test by RT–PCR the preservation
of siRNA effects on IGFBP-3 expression.
BS and methylation-speciﬁc PCR
DNA from human cancer cell lines, NSCLC primary speci-
mens and non-neoplastic lung tissues were isolated, bisulﬁte
modiﬁed and then used for BS and MSP analysis as described
(Ibanez de Caceres et al., 2006). PCR settings and primer
sequences for BS and MSP are listed in Supplementary
Materials and Methods and Supplementary Table 1.
Culture and CDDP treatment of human cancer tissues
To measure the sensitivity of the 36 primary NSCLC samples
to CDDP, fresh tumors were minced, passed through a nylon
mesh and enzyme disaggregated with collagenase type II and
hyaluronidase in Dulbeco’s modiﬁed Eagle’s medium nutrient
mixture F-12/Ham media (Sigma-Aldrich) with antibiotics.
Cells were resuspended in 96-well microtiter plates followed by
exposure to various concentrations of CDDP as described in
Supplementary Materials and Methods.
Statistical analysis
Differentially expressed genes from the microarray analysis
were selected using as a statistical method the t-test unpaired
algorithm with Benjamini Hochberg as the FDR correction
method for multiple testing corrections. Statistically signiﬁcant
(Po0.05 as adjusted P-value) genes were selected. Calculations
were carried out using the gene expression analysis software
GeneSpring (further details in Oligonucleotide array hybridiza-
tion and gene selection from Supplementary Materials and
Methods).
Receiver operating characteristic curves from NSCLC
patients were obtained to identify the relation between
sensitivity and resistance rate at a speciﬁc cut-off value
established according to the best combination of sensitivity
and false-positive rate (1–speciﬁcity) (1;0).
The Kaplan–Meier method was used to plot cumulative
disease-free survival curves for patients diagnosed with stage I
and unmethylated IGFBP-3 promoter, stage I methylated,
stage II unmethylated and stage II methylated. Differences
were compared with the log-rank method for every stratum.
For patients without any evidence of relapse at the time of
analysis, data on disease-free survival were censored at the
time of last contact. Disease-free survival was deﬁned as the
time from surgery to clinical, radiological or histological
evidence of relapse. Discrete variables (histology, T, N, stage,
gender and methylation status at the IGFBP3 promoter and
in vitro sensitivity/resistance to CDDP) were compared with
the w2 test and corrections with Fisher’s exact test were made
when needed. Statistical signiﬁcance was deﬁned as Po0.05.
Statistical analyses were done by using the SPSS software
(version 17.0).
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1 These authors contributed equally to this manusTreatment of non-small cell lung cancer (NSCLC) with cisplatin has a level of antitumor
activity still modest. We have shown previously that MKP1/DUSP1 inhibits cisplatin-
induced apoptosis in NSCLC cells and is overexpressed in tumors from most patients with
stage I–II NSCLC. Here, using different NSCLC cell lines we found that MKP1 and NF-jB are
differentially expressed. We studied whether targeting MKP1, NF-jB or both affects cis-
platin-induced cell death. MKP1 is expressed in H460 and H727 cells. H727 and H1299
cells showed constitutive phosphorylation of Akt and increased NF-jB activity than did
H460 cells. H460-MKP1-siRNA-expressing cells (but not H727-MKP1-siRNA or H1299-
MKP1-siRNA cells) exhibit a marked increase in cisplatin response compared with parental
cells. Treatment with the PI3K inhibitor LY294002 or the NF-jB inhibitor BAY11-7082
enhanced cisplatin antitumor activity in parental H1299 cells but only weakly affected
responses of H727 and H460 cells. MKP1-siRNA expression enhanced the chemosensitiza-
tion effect of LY294002 and BAY11-7082 on H727 and H460 cells. Additionally, NSCLC cell
lines with higher NF-jB-constitutive activation were the most sensitive to PS-341 (Bort-
ezomib), a non-speciﬁc NF-jB inhibitor. This ﬁnding suggests the proteasome as a suitable
strategy in treating NSCLC tumors with high constitutive NF-jB activity. Altogether, these
results showed that either an activated PI3K/Akt/NF-jB pathway and/or high MKP1 was
linked to reduced sensitivity to cisplatin in NSCLC cells. Inhibition of NF-jB or PI3K
potently enhanced cisplatin cytotoxicity in cells with endogenous or genetically induced
low MKP1 levels. These ﬁndings support the potential improvement in cisplatin responses
by co-targeting NF-jB or Akt and MKP1.
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cript.1. Introduction
Non-small cell lung cancer (NSCLC) is the most common
type of lung cancer. Systemic treatment of advanced/met-
astatic NSCLC and, more recently, of high-risk surgically
M. Cortes-Sempere et al. / Cancer Letters 286 (2009) 206–216 207treated patients, involves mainly the use of cisplatin-based
chemotherapy. Cisplatin is a DNA-interactive agent that in-
duces lesions in the DNA by forming monoadducts and in-
tra- and interstrand cross-links [1]. Cell death is then
mediated by inducing a sustained activation of N-terminal
c-Jun kinase (JNK) and p38 kinase [2–4]. Unfortunately, the
clinical efﬁcacy of cisplatin in NSCLC patients is still far
from optimal. This may be related, at least in part, to the
presence of various survival pathways in malignant cells
that limit or counteract platinum antitumor effects. Upon
cisplatin exposure, tumor cells activate survival pathways,
including those mediated by dual speciﬁc phosphatase
MKP1 (DUSP1) [2–4], PI3K [5] and the transcription factor
nuclear-factor kappaB (NF-jB) [6]. Gaining further knowl-
edge on the role of these pathways in chemoresistance
should lead to novel strategies to enhance cisplatin activity.
MKP1 is an immediate early gene regulated at the
transcriptional level by mitogenic, inﬂammatory, and
DNA-damaging stimuli [3,7,8]. Dephosphorylation and
inactivation of JNK by MKP1 protects against cisplatin-in-
duced apoptosis [2]. With regards to NSCLC, we have re-
ported that MKP1 plays an important function in NSCLC
tumor growth and in response to cisplatin treatment
[9]. NSCLC cells expressing a small interfering RNA (siR-
NA) of MKP1 were more sensitive to cisplatin and grew
more slowly when injected into nude mice. Chemical
compounds that inhibit, non-speciﬁcally, MKP1 expres-
sion also induced higher sensitivity to cisplatin. Further-
more, these effects of MKP1 were very speciﬁc because
inhibition or overexpression of an MKP1-related phospha-
tase, MKP2, did not alter tumor growth or response to cis-
platin in NSCLC cells [9]. These results suggested MKP1 as
a novel target for tumor regression and, particularly, for
chemosensitizing NSCLC to cisplatin. Since high expres-
sion of MKP1 has been reported in NSCLC [7] MKP1
may have implications to improve lung cancer treatment
strategies. In addition to MKP1, both PI3K/Akt and NF-jB
survival pathways can also limit cisplatin antitumor ef-
fects in lung cancer [5]. Further characterization of these
pathways is needed, taking in consideration that inhibi-
tors of PI3K and NF-jB are in extensive preclinical and
early clinical development.
Class I PI3K comprises a family of heterodimeric com-
plexes, each composed of a p110 catalytic subunit and an
adaptor subunit that exists predominantly as p85 [10,11].
PI3K phosphorylates PI(4)P and PI(4,5)P to produce
PI(3,4)P2 and PI(3,4,5)P3, which recruit proteins such as
Akt/protein kinase B [10] to the cytoplasmic membrane.
In turn, Akt inactivates pro-apoptotic proteins such as
BAD and caspase-9, thus promoting cell survival [12–14].
With regards to NSCLC, increased gene copy number of
PI3K catalytic subunit a and phosphorylated Akt expres-
sion has been observed in clinical specimens. In addition,
inhibition of PI3K/Akt by pharmacological or genetic ap-
proaches reduced proliferation in some NSCLC cancer cell
lines [15–18].
NF-jB comprises a family of inducible transcription fac-
tors that, among many other roles, protect cells from apop-
tosis induced by several chemotherapeutic agents [6,19].
In unstimulated cells, NF-jB forms cytoplasmic dimmers
associated with a family of inhibitory molecules knownas IjBs [20,21]. There are two known NF-jB pathways
[22]. In the canonical pathway, activation of NF-jB in-
volves the phosphorylation of IjBs through the IjB kinase
signalosome complex [23–25]. This is followed by rapid
ubiquitin-dependent degradation by the 26S proteasome.
This allows NF-jB dimmers, mainly p65/p50, to translo-
cate to the nucleus where they stimulate expression of tar-
get genes. In the non-canonical pathway, the p100-RelB
complex is activated by an IjKa homodimer [26]. Notably,
cisplatin activates NF-jB through MEKK1, and this activa-
tion is modulated by c-Jun, the main substrate of the JNK
pathway [27]. This effect, again, can limit cisplatin-induced
cell death. Many current antitumor therapies seek to block
NF-jB activity as a means of inhibiting tumor growth or
sensitizing the tumor cells to chemotherapy [28]. Bortezo-
mib (PS-341, VelcadeTM) is a potent and selective inhibitor
of the chymotryptic activity of the 20S proteasome with
a cytotoxic activity in several malignant cell lines. It has
clinically proven efﬁcacy in patients with multiple myelo-
ma and malignant lymphoma [29]. The earliest mechanism
of action attributed to Bortezomib was the inhibition of
NF-jB signaling by stabilizing IjB. Besides, proteasome
inhibitors have a number of additional mechanisms of ac-
tion beyond NF-jB inhibition, due to the effect on proteol-
ysis such as stabilization of pro-apoptotic proteins as p53,
Bax, while reducing levels of some antiapoptotic proteins
such as Bcl2.
Here, we have examined the relative role of MKP1,
PI3K/Akt and NF-jB survival pathways in preventing cis-
platin-induced cell death. Our data revealed that MKP1
played a key role in determining the ability of PI3K and
NF-jB inhibitors to sensitize NSCLC cells to cisplatin cyto-
toxicity. In cells with undetected MKP1 expression, inhibi-
tion of either PI3K or NF-jB was sufﬁcient to enhance
cisplatin effects while in cell lines with detectable expres-
sion of MKP1 this was not observed. We then addressed
whether MKP1 expression was a marker or a cause of these
differential chemosensitizing effects. To this end, NSCLC
cell lines were interfered for MKP1 expression with siRNA.
Downmodulation of MKP1 expression resulted in a dra-
matic enhancement of the chemosensitizing effects of both
PI3K and NF-jB inhibitors in NSCLC. The data strongly sup-
port that MKP1 and PI3K, or MKP1 and NF-jB, signaling
pathways contribute independently to cisplatin resistance
in NSCLC cells. A concerted inhibition of these pathways
emerges as a novel strategy to improve cisplatin antitumor
activity.2. Materials and methods
2.1. Cell culture, antibodies, and reagents
H460, H727, H1299, H23 and A549 cell lines were pur-
chased from the American Type Culture Collection, main-
tained in RPMI supplemented with 10% fetal-bovine
serum. Antibodies used were as follows; unless indicated
otherwise, these reagents were from Santa Cruz Biotech-
nologies, Santa Cruz, CA: anti-MKP1 (M18,), anti-pJNK
(V7391, Promega, Madison, WI), anti-JNK1 (C-17), anti-
p38 (C20), anti-relB (C19), anti-pP38 (9211S, Cell Signaling
208 M. Cortes-Sempere et al. / Cancer Letters 286 (2009) 206–216Technology, Beverly, MA), anti-b-tubulin (T9026, Sigma–
Aldrich, St. Louis, MO), anti-c-Jun (H16), anti-p65/relA
(H286). The enhanced chemiluminescent kit was from
Amersham (Amersham, UK). Cisplatin was purchased from
Calbiochem. Puromycin and geneticin were from Sigma–
Aldrich.2.2. Plasmids and constructions
(453/+80) HIV-Luc contains the NF-jB-binding sites
of the HIV promoter followed by the luciferase expres-
sion cassette [28]. Gal4-p65TAD1 was obtained from
Lienhard Schmitz [30,31]. pRetroSuper was from
OligoEngine.
The MKP1pRetroSuper derived vector (pRS) has been
described [7]. Ampicillin-resistant colonies were selected
and checked by sequencing using pRetroSuper vector se-
quence primers 50ACCTCCTCGTTCGACGG-30 for direct and
50TGTGAGGGACAGGGGAG-30 for reverse sequencing.
2.3. Transfection and analysis of gene expression
For the transient transfection assays, cell lines and de-
rived siRNA clones were transfected with Lipofectamine-
2000 (Invitrogen). The maximal total amount of DNA used
was 0.5 lg in a six-well dish. pCMVrenilla plasmid was
cotransfected along with the HIV-Luc for transfection
efﬁciency control. For stable transfections, 1 lg of the siR-
NA-derived construct per million cells was transfected into
80–90% conﬂuent dishes. Mock transfections were also
carried out using Lipofectamine-2000 but no siRNA. Cells
were treated with 2.5-(H727 cells) or 5 lg/ml-(H1299
cells) of puromycin for 24–48 h and kept for selection.
Stable transfection was conﬁrmed by western blotting.
Luciferase and renilla assays were performed according
to the manufacturer’s instructions (Promega) as described
previously [30]. Transfection efﬁciencies were corrected
by cotransfection of pCMVrenilla and by measuring renilla
activity. Each assay was performed in triplicate in each
experiment, and each experiment was repeated three
times.
2.4. Cell extracts and western blots
Whole cell and nuclear extracts were prepared essen-
tially as described previously [3,30]. Western blotting
was done by standard methods [3].
2.5. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)
Nuclear extracts (2 lg of protein) of cells were incu-
bated with a 32P-labeled probe containing the NF-jB-bind-
ing site [30]. The protein–DNA complexes formed were
analyzed by EMSA as previously described [27]. Speciﬁc
complexes were identiﬁed by incubating, nuclear extracts
with the corresponding antibody. In order to correct for
protein each band shift we have used a probe to the tran-
scription factor Oct-1. Speciﬁc competition was performed
by incubation with 10-fold higher amount of the NF-jB
probe.2.6. Cell viability determination
Cell viability was determined using a crystal violet
staining method followed by colorimetric assay as de-
scribed [3].
2.7. Proteasome activity assay
Cell lysates were prepared and the ﬂuorogenic peptide
substrate Suc-Leu-Leu-Val-Tyr, AMC was used according
with the procedures described by the 20S proteasome
activity Assay kit (Chemicon, Temecula, CA). Free AMC lib-
erated by the substrate hydrolysis was quantiﬁed for
90 min at 1-min intervals on a microtiter plate ﬂuorometer
(FLUOstar Optima, BMG Labtech, Durham, NC, excitation
355 nm, emission 460 nm). The data were plotted as arbi-
trary ﬂuorescence units and proteasome activity values (%
control) were obtained.
3. Results
3.1. Activation of JNK and Akt signaling pathways in NSCLC cell lines
To understand better the cellular responses evoked by cisplatin treat-
ment in NSCLC cells, we used ﬁve different cell lines H460, H1299, H727,
H23 and A549. Cell lines H727 and H1299 were about 5-fold more resis-
tant to cisplatin than were H460, H23 and A549 cells (data not shown).
We assayed for the expression of total and phosphorylated forms of
JNK, p38 and in the expression of MKP1. We chose these proteins since
we have reported previously that JNK activation is involved in cisplatin-
induced cell death in NSCLC [3,4], p38 has been also linked as a mediator
of cisplatin cell death, and on another hand, MKP1 is able to deactivate
both JNK and p38. Activation of JNK occurred in all the cell lines but, of
note, with different kinetics. JNK activation kinetics was slow and late
in H727 cells, basal levels were detected in H23 and H1299 cells, and a
similar kinetic was detected in H460, H1299, A549 and H23 increasing
at 6 h up to 24 h. Only H23 cells showed a more transient activation
due to increased apoptosis at 24 h. p38 kinase was activated early in
H1299 and H23 cells, but the kinetics of activation were late in H460
and almost undetected in H727 and A549 cells. H460, A549 and H727
cells expressed basal levels of MKP1, which decreased after cisplatin
treatment, when activation of both JNK and p38 was detected. Low levels
of MKP1 were detected in H23 cells and H1299 did not express detectable
levels of MKP1 protein (Fig. 1A) or mRNA (data not shown). This observa-
tion agrees with the earlier kinetic of activation observed for p38 and JNK
and with the basal levels of JNK phosphorylation observed in both cell
lines.
We also checked for Akt phosphorylation, another signaling pathway
that is altered frequently in NSCLC. H460, H23 and H727 cells showed in-
creased phosphorylation of Akt in response to cisplatin (Fig. 1B). We ob-
serve a very transient activation of Akt in A549 cells. In contrast, H1299
cells exhibited an earlier and more transient kinetic of activation for pAkt
than did the other cell lines, which showed even higher basal and induced
levels and prolonged phosphorylation of Akt. This pattern of Akt phos-
phorylation agrees with the expression of PTEN in these cell lines. PTEN
was highly expressed in H460 cells (Fig. 1C), almost undetectable in
H1299, and low in H727, H23 and A549 cells.3.2. Nuclear protein levels of NF-jB family of transcription factors in NSCLC
cell lines
NF-jB is a transcription factor involved in cell growth and survival in
human tumors. We ﬁrst studied the nuclear levels of NF-jB family mem-
bers, both from the canonical and non-canonical NF-jB activation path-
way. We investigated the levels of two transcriptionally active
members of NF-jB, p65/relA and relB. p65/relA nuclear levels were high-
er in H1299, H23 and A549 cells, lower in H727 cells and undetectable in
H460 cells (Fig. 2A). relB levels were very high in H1299 cells (Fig. 2A),
lower in H23 and A549 cells and undetectable in H727 and H460 cells.
Fig. 1. Kinetics of activation of JNK, p38, and Akt in H460, H1299, H727, A549 and H23 cells treated with cisplatin. H460, H1299, H727, A549 and H23 cells
were seeded and then incubated in serum-depleted medium for 16 h, after which 10 lg/ml cisplatin was added for the indicated times. Protein extracts of
cells were obtained at each time, and 20 lg of total protein was subjected to western blotting and the membrane was hybridized with antibodies against (A)
pJNK, JNK, pP38, p38, b-tubulin and MKP1 and (B) pAkt and Akt. (C) Basal levels of PTEN were detected in the three cell lines. The loading control of total
protein was checked using an antibody against b-tubulin.
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tionally active members, increased dramatically in H1299 cells, whereas
the levels p105 or p50 subunits did not differ between the cell lines (data
not shown).
We further investigated the levels transcriptionally active complexes
at the NF-jB by performing electrophoretic mobility assays. We have
found that H1299 and H23 cells showed higher proportion of NF-jB com-
plexes, when compared with H727 (Fig. 2B) which agrees with the results
obtained above (Fig. 2A). In order to characterize which jB proteins were
bound constitutively to the NF-jB sites, we use speciﬁc antibodies of p65,
relB and p50 to compete binding in nuclear extracts form H1299, H23 and
H727 cells. The results indicated that H1299 cell complexes comprise
p65, relB and p50 (Fig. 2C) proteins while in H23 and H727 jB complexes
were composed mainly by p65/p50 heterodimers. The results indicate
that in NSCLC cell lines both NF-jB signaling pathways, canonical and
non-canonical, contribute to NF-jB signaling.
To investigate whether levels of nuclear NF-jB proteins correlated
with the magnitude of NF-jB-dependent transcription, we used the
HIV-Luc reporter, which contains two jB-binding sites (Fig. 2D). Although
H460 cells showed almost no basal activation of the NF-jB reporter, H23
cells showed the highest increase in basal NF-jB-dependent transcrip-
tion, followed by H1299 cells, H727 and A549 cells in a decreasing order.
These differences were not due to changes in transfection efﬁciencies,
since all luciferase values were normalized to that of an internal renilla
control. Different cellular stimuli can activate NF-jB transcription by
mechanisms independent of its nuclear translocation [31]. These alterna-
tive mechanisms involve stimulation of the transactivation domain of
both the basal and induced levels of the p65 subunit of NF-jB. Therefore,
we studied whether the differences observed were dependent on the
transcriptional activation of p65. To address this question, we used a plas-
mid encoding the Gal4–p65 fusion protein, where the sequences encod-
ing the DNA binding domain of Gal4 have been joined with sequences
encoding the TAD1 of p65 [31]. Once transfected with the Gal4-Luc repor-
ter, this construction allowed us to determine whether the cellular signals
activated in H1299, H23, A549 and H727 cell lines regulate gene expres-
sion by speciﬁcally targeting TAD1 of the p65/relA protein. The results
showed that basal activation of the p65 TAD1 was higher in H727 cells
(Fig. 2E) and much lower in the other cell lines. These results indicate
that, in H727 cells, basal NF-jB transcriptional activity is partially related
to an increase in p65 transactivation potential.3.3. Inhibition of PI3K or NF-jB sensitize NSCLC cells expressing low MKP1
levels towards cisplatin
For combinatorial and mechanistic experiments, we chose three cell
lines (H1299, H727 and H460) from our panel, due to their differential ba-
sal and cisplatin-induced expression of PI3K and NF-jB pathways and
MKP1 (see Fig. 1), as well as for their good transfectability with siRNA
(see below). We could not obtained MKP1-siRNA-derived viable cell lines
from H23 or A549 cells. We ﬁrst studied the effects of PI3K inhibition due
to its involvement in the control of survival and proliferation of cancer
cells [15]. We used the PI3K inhibitor LY294002 to inhibit the signaling
pathway triggered by PI3K, and we checked the timing of LY29402 inhi-
bition of phosphorylation of Akt in H1299 cells. Cells were pretreated
with LY29402 for 4 h and then stimulated with either cisplatin (Fig. 3A)
or epidermal growth factor (EGF) (Fig. 3B). Treatment of cells with
LY29402 inhibited phosphorylation of Akt in response to both stimuli
(Fig. 3A and B). We next tested whether treatment of parental cell lines
with LY29402 (10 lM) inﬂuenced the cell survival in response to cisplatin
treatment (Fig. 3C). LY29402-pretreated H727 and H460 cells, both
expressing MKP1, showed no or very little increase in sensitivity to cis-
platin. This contrasted with the data obtained in the western blots, where
we detected an important activation of Akt in H727 cells, which is usually
a consequence of PI3K activity (Fig. 1B). On the other hand, H1299 cells
(with undetected MKP1 expression) were more sensitive to the inhibitor
and the IC50 values showed a difference of nearly two orders of magnitude
in response to cisplatin (Fig. 3C).
In addition to PI3K, activation of NF-jB may represent another
mechanism responsible for de novo and inducible chemoresistance be-
cause of its antiapoptotic action [15]. Both H1299 and H727 cells
showed constitutive activation of the NF-jB reporter construct
(Fig. 2D and E).
We next investigated the effect of canonical NF-jB inhibition in com-
bination with cisplatin treatment. To this end, we used Bay11-7082,
which acts at the level of IjB by inhibiting its phosphorylation and con-
sequently the translocation of p65-NF-jB to the nucleus. We ﬁrst tested
the effect of pretreatment with Bay11-7082 on accumulation of NF-jB
complexes in the nuclei. H1299 cells were treated for 4 h and the levels
of jB complexes were detected by band shift assays. Fig. 4A shows a
marked decrease in the level of jB complexes in H1299 cells after treat-
ment with Bay11-7082.
Fig. 2. Nuclear levels of NF-jB proteins in NSCLC cells. (A) H460, H1299, H727, A549 and H23 cells were seeded and incubated in serum-depleted medium
for 16 h. Nuclear protein extracts of cells were obtained, and 5 lg of nuclear protein was subjected to western blotting and the membrane was hybridized
with antibodies against p65/relA and relB, an antibody against nucleolin was used as the loading control for nuclear protein, control cells stimulated with
TNF-a. (B) EMSA analysis of NFkB binding. Band shift assays were performed with nuclear extracts obtained in B and using 5 lg of protein. Speciﬁc
competition was obtained with the NFkB cold probe (upper panel). An Oct-1 probe was used for loading control (lower panel). (C) Identiﬁcation of kB
complexes in H1299, H23 and H727 cells. Nuclear extracts obtained in A were subjected to EMSA assay and binding to the kB oligonucleotide was competed
with speciﬁc antibodies towards, p65/relA, p50 and relB. Speciﬁc (NFkB) competitor is indicated in the ﬁgure (c). (D) NF-jB-dependent transcription in
NSCLC cells. H460, H1299, H727, A549 and H23 cells were transfected by Lipofectamine either with empty vector or with 0.5 lg of (453/80) HIV-luc per
60-mmwell. The fold increase in luciferase activity was calculated relative to the value for the empty vector-transfected cells. (E) H460, H1299, H727, A549
and H23 cells were cotransfected with a 5X-Gal-luc reporter plasmid (0.25 lg) or 5X-Gal-luc reporter plus the expression vector encoding GAL4-p65 TAD1
(0.25 lg). After 24 h, the cells were collected and the relative luciferase activity was determined as in D. Data shown in this ﬁgure represent the mean of a
single experiment performed in triplicate ±SD and are representative of three or more experiments with similar results.
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fore adding increasing concentrations of cisplatin, and another set of
non-pretreated cells was treated with cisplatin in an identical man-
ner. In both H727 and H460 cell lines, the sensitivity to cisplatin
did not increase when pretreated with Bay11-7082 (Fig. 4B). In con-
trast, H1299 cells were very sensitive to this inhibitor and showed adifference of nearly two orders of magnitude in response to cisplatin
(Fig. 4B). Notably, these results were very similar to what we ob-
served when we used a PI3K inhibitor (see above) instead of
Bay11-7082. Both experiments pointed to the presence of MKP1 as
a limiting factor in the chemosensitizing effects of both PI3K as well
as speciﬁc, canonical, NF-jB inhibitors towards cisplatin.
Fig. 3. Effect of pretreatment with the PI3K inhibitor LY294002 on cisplatin survival in NSCLC cells. (A) Treatment of LY294002 in H1299 cells. H1299 cells
were seeded and then incubated in serum-depleted medium for 16 h. Cells were treated either with cisplatin (10 lg/ml) or EGF (20 ng/ml). The cells had
been pretreated with LY294002 protein extracts of cells were obtained at each time, and 20 lg of total protein was subjected to western blotting and the
membrane was hybridized with antibodies against pAkt or Akt as indicated. (B) Cell viability in response to cisplatin (at the indicated concentrations) of
H460 pSuperRetro (H460), H1299 pSuperRetro (H1299), and H727 pSuperRetro (H727) cells and the effect of LY294002. When indicated (LY), cells were
pretreated for 4 h with LY294002 (10 lM). Data represent the means of two experiments performed in quadruplicate.
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PI3K and NF-jB inhibitors to cisplatin
Since evidence obtained in our laboratory strongly suggested that
expression of MKP1 in NSCLC cell lines protected against PI3K and
NF-jB sensitization towards cisplatin-induced cell death (9), we gener-
ated MKP1 siRNA-derived cell lines from H1299(H1299cri) and
H727(H727cri) cells. The generation and expression of MKP1 in
H460MKP1-siRNA cells has been described elsewhere (H460cri) by us
[9]. H1299 did not express MKP1 (Fig. 1A), but were transfected for
experimental control. The expression of MKP1 protein in H727 cells
was inhibited by 30% in the resulting cell line (Fig. 5A). We next stud-
ied the effect of LY294002 in MKP1-siRNA-derived cell lines. This time,
we observed a dramatic increase in sensitivity to cisplatin in both
H460cri and H727cri cells, which have lower MKP1 levels than their
parental cells (Fig. 5B). In H1299 cells, that endogenously lack MKP1,
the level of enhancement of cytotoxicity did not differ between wild-
type and H1299cri cells. These results suggest that LY294002 has a
direct sensitization effect in cells that express pAkt but low MKP1. In
contrast, the basal expression of MKP1 is able to interference with this
sensitization. The increased sensitivity to cisplatin of MKP1 SIRNA-de-
rived H460 and H727 cell lines treated with LY294002 is not due to
an increase in phosphorylation of JNK (data not shown), more likely
to the inhibition of PI3K survival pathway.
We next investigated the effect of Bay11-7082 pretreatment on
MKP1-siRNA-derived cells (Fig. 5C) This time, we found very strong
sensitization of H460cri and H727cri cells, as shown by a decrease of
the IC50 to <0.01 lg/ml cisplatin. The increased sensitivity to cisplatin
of MKP1-SIRNA derived H460 and H727 cell lines treated with
Bay11-7082, is not due to an increase in phosphorylation of JNK (data
not shown), more likely to the inhibition of NF-jB survival pathway,
since activation of NF-jB by cisplatin is inhibited in these cells (data
not shown). The IC50 of H1299cri did not change considerably from
the values obtained with the wild-type, implying that no further sensi-
tization occurred. These results again indicate that expression of MKP1
in H460 and H727 cells interferes with the activity of Bay11-7082 sen-
sitization to cisplatin. Collectively, these results indicated that
downmodulation of MKP1 expression in the assayed NSCLC cell lines
was necessary to allow cisplatin sensitization by PI3K or NF-jB
inhibition.3.5. p65/relA and relB are expressed in NSCLC tumor specimens and
Bortezomib inhibits lung cancer cell growth
To complement the studies described above regarding NF-jB role, we
assayed by IHC the expression of nuclear NF-jB proteins in NSCLC tumor
samples. Previous work has described the presence of p65 (canonical
pathway) in surgically resected NSCLC specimens [32,33], but there are
no reports on relB expression (non-canonical pathway) in this tumor.
We evaluated the expression of p65/relA and relB in sections of tumor
samples from 26 patients with NSCLC (Table 1 Supl 1). Nearly 60% of
the samples corresponded to squamous cell carcinomas, 30% to adenocar-
cinomas, and the rest to undifferentiated large-cell carcinomas. Brieﬂy,
60% of the samples were grouped into stage I, and rest into stage II. In tu-
mor tissues, nuclear p65/relA staining was present in 50% of samples
(Fig. 6A and B and Table 2). In contrast, relB nuclear staining was observed
in 20% of samples. Samples that were positive for nuclear relB expression
were also positive for nuclear p65/relA expression (p = 0.0007). Staining
for p65/relA was found in the nuclei and at a lower level in the cytoplasm.
In contrast, relB was barely detectable in the cytoplasm of the p65/relA-
positive samples. These results agree with the western blots of nuclear
extracts of H1299, H23 and A549 cells (Fig. 2A) and show that the expres-
sion of p65/relA and relB in the nucleus was homogeneously distributed
among the different subgroups of patients. On the other hand, MKP1
expression was observed in 80% of the samples and was homogeneously
distributed among different tumor subtypes (Table 2). Interestingly, 93%
of tumors showing nuclear p65 or relB expression also expressed MKP1,
indicating that at least 53% of the samples examined resemble the situa-
tion found in H727. A small percentage of the samples showed exclusively
p65 and relB expression (like H1299 cells), and the rest of the samples
were positive only for MKP1 (like H460 cells).
Based on these results, an in particular on the co-expression of NF-jB
members representative of both the canonical and non-canonical path-
ways, we then tested the effect of Bortezomib in our panel of NSCLC cell
lines. Bortezomib is a non-speciﬁc NFkB inhibitor that acts by means of
proteasome inhibition, and is already in the clinic for the treatment of
myeloma and lymphoma patients. We ﬁrst tested, by using the HIV-lucif-
erase reporter, the effect of Bortezomib treatment on NF-jB activity in-
duced by TNF-a. As observed in Fig. 6C, Bortezomib was able to inhibit
TNF-a-NF-jB, dependent activity in a time dependent manner in both
H460 and H1299 cells. Similar results were obtained with the other three
Fig. 4. Effect of the NFkB inhibitor BAY11-7082 treatment in NSCLC cells. (A) Effect of treatment with BAY11-7082 on nuclear NF-jB complexes in H1299
cells. H1299 cells were seeded and then incubated in serum-depleted medium for 16 h. Cells were pretreated with BAY11-7082 (5 lM) during 30 min.
Nuclear extracts were obtained and analyzed by EMSA for NF-jB-binding activity as indicated in Materials and Methods. (B) Cell viability in response to
cisplatin (at the indicated concentrations) of cell lines indicated in B and the effect of BAY11-7082 pretreatment. All cell lines were seeded in 24-well plates
and cisplatin was added the following day at concentrations ranging from 0 to 10 lg/ml. When indicated (BAY), cells were pretreated for 4 h with BAY11-
7082 (5 lM). After 72 h, the cells were ﬁxed with glutaraldehyde, stained with crystal violet, and the percentage staining calculated according to standard
procedures. Data represent the means of two experiments performed in quadruplicate.
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ezomib and found that it inhibited cell viability in most NSCLC cell lines
used (Fig. 6D). Interestingly Bortezomib cytotoxic activity correlated with
the basal NF-jB activity of the cells (Fig. 2D). H23 cells, with the highest
basal NF-jB activity were the most sensitive, followed by H1299. A549
and H727 cells showed intermediate levels of sensitivity and also of NFkB
activation. H460 cells that showed very low NF-jB activity were very
resistant to Bortezomib. Bortezomib was indeed inhibiting proteasome
activity, as shown in our results of proteasome proteolytic activity in
NSCLC cells (data not shown). Furthermore we found that H460 cells, that
were resistant to Bortezomib, when inhibiting MKP1 expression
(H460cri), did not become sensitive to either Bortezomib or to the combi-
nation Bortezomib/cisplatin (data not shown) indicating that inhibition of
proliferation even if was correlating with NF-jB activity on the cell lines
used it was occurring by and MKP1 independent mechanism.
4. Discussion
Lung cancer is the leading cause of cancer death
throughout the world and causes around 1.2 million
deaths annually. The basis for this lethality is related to
the late diagnosis (more than 70% of patient will bediagnose with an un-resectable disease) and the inherited
resistance of lung cancer cells to therapeutic agents. How-
ever, data from phase III studies conﬁrm that more than
60% of NSCLC patients will not respond to any approach
and responders will always progress in a few months and
die from this disease within a year.
The sensitivity of cells to chemotherapeutic drug-in-
duced apoptosis appears to be dependent on the balance
between pro-apoptotic and antiapoptotic signals. We have
shown previously that overexpression of MKP1 in NSCLC
occurs frequently in surgical samples from stage I/II pa-
tients [9]. NSCLC cell lines constitutively expressing
MKP1 are more resistant to cisplatin than are cells in
which MKP1 expression has been inhibited by siRNA trans-
fection. Other signaling pathways altered in NSCLC may
also inﬂuence the cisplatin response, such as inhibitors of
drug-induced apoptosis. The PI3K/Akt pathway is a critical
pathway in lung cancer [18] because it is constitutively
activated in NSCLC and is detected in precursor lesions in
Fig. 5. Effect of pretreatment with the PI3K and NF-jB inhibitors on cisplatin survival in MKP1siRNA-derived NSCLC cells. (A) Levels of MKP1 protein in
H727-MKP1-siRNA cells. Total protein (20 lg) of H727 cells transfected with either pSuperRetro or MKP1siRNA was separated by western blotting, and the
resulting membrane was probed with speciﬁc antibody against MKP1. Antibody against b-tubulin was used to control for the amount of protein loaded. (B
and C) Cell viability in response to cisplatin of H460 MKP1 siRNA (H460cri), H1299-MKP1-siRNA (H1299cri) and H727-MKP1-siRNA (H727cri) cells and
effect of LY294002 (B) or BAY11-7082 (C) pretreatment. All cell lines were seeded in 24-well plates, and cisplatin was added the following day at a
concentration of 0–10 lg/ml. When indicated (BAY or LY), cells were pretreated for 4 h with LY294002 (10 lM) or BAY11-7082 (4 lM). After 72 h, the cells
were ﬁxed with glutaraldehyde and stained with crystal violet, and the percentage staining calculated according to standard procedures. Data represent the
means of two experiments performed in quadruplicate.
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ulated by carcinogens, such as components of tobacco,
and in response to chemotherapy [34]. We have shown
previously that treatment of cells with cisplatin induces
cell death by modulating both survival and pro-apoptotic
pathways (MKP1 and NF-jB) [27]. Activation of JNK in-
duces AP1-mediated FasL transcription that contributes
to cell death. In parallel, cisplatin also activates NF-jB,
which activates transcription of genes such as XIAP and im-
pairs cisplatin-induced apoptosis [27].
We investigated the role of the three pathways MKP1,
Akt, and NF-jB in ﬁve different NSCLC cell lines to gain abetter perspective of the potential variety of molecular
contexts in tumors and found critical differences in the
behavior of these cell lines after treatment with cisplatin.
Although in all cell lines stimulation with cisplatin caused
activation of JNK and p38, H1299 and H23 cells exhibited a
faster kinetic, probably because these cells do not express
(H1299) or expressed low levels (H23) of MKP1. In con-
trast, both H1299 and H727 cells, which are more resistant
to cisplatin, expressed a basal level of phosphorylated Akt.
Akt is an antiapoptotic protein, and its constitutive activa-
tion is consistent with the response to cisplatin in both cell
lines. Nuclear expression of the NF-jB proteins, p65, and
Fig. 6. Immunohistochemistry of patient tumor samples showing localization of relB and p65/relA and effect of Bortezomib treatment on NSCLC cells. (A
and B) Sections of 5 lm thickness were cut from formalin-ﬁxed, parafﬁn-embedded tissue blocks of the surgical tissues obtained from the patients. The
primary antibody was incubated with the tissue slides and visualized with peroxidase-based EnVisionTM kit. The indicated samples were (A) hybridized
with relB antibody and (B) hybridized with relA/p65. (C) H460 and H1299 cells were seeded en 60 mM dishes and transfected with 0.5 lg of (453/80)
HIV-luc. Cells were pretreated or not with Bortezomib and then with TNF-a for the indicated times. The fold increase in luciferase activity was calculated
relative to the value for the cells non-treated with Bortezomib. (D) Cell viability of NSCLC cells with Bortezomib. H460, H1299, H727, A549 and H23 cells
were seeded in 24-well plates and Bortezomib was added the following day at concentrations ranging from 0 to 50 nM. After 72 h, the cells were ﬁxed with
glutaraldehyde, stained with crystal violet, and the percentage staining calculated according to standard procedures. Data represent the means of two
experiments performed in quadruplicate.
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H460 cells. The increased expression correlated with an in-
crease in NF-jB-dependent transcription on an HIV-repor-
ter vector in H1299, H23, H727 and A549 cells.
Interestingly, this increase in the KB dependent transcrip-
tion of these proteins seems to occur in H727 and A549
cells because of transcriptional activation of p65. Although
increased nuclear levels of relB were detected in H1299,
H23 and A549 cells, we could not detected relB bound to
kB complexes in gel retardation assays.A relevant ﬁnding of this work was that more than one
survival-signaling pathway is involved in regulating the al-
tered response to cisplatin in NSCLC cells. We have previ-
ously described that inhibiting MKP1 expression in H460
sensitizes cells to cisplatin [9]. Treatment with cisplatin
also induces activation of Akt, whose inhibition results in
increased cytotoxicity, but only when MKP1 expression is
inhibited. Because cisplatin also induces activation of
NF-jB [27], similar dependence on MKP1 expression was
observed in cells treated with the NF-jB inhibitor BAY11-
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H727 cells, which expressed basal levels of MKP1. In con-
trast, when MKP1 was not expressed at basal levels, inde-
pendent inhibition of either Akt phosphorylation or NF-jB
activity sensitized H1299 cells to cisplatin. Taken together,
these results indicate that in the presence of basal levels of
MKP1, this protein predominates in the regulation of the
response to cisplatin responses and that this effect appears
to be independent of PI3K or NF-jB pathways. These ﬁnd-
ings suggest that MKP1 is a good target for improving the
cellular response to chemotherapy. Since NF-jB represent
a survival pathway in NSCLC cells, we used another strat-
egy to inhibit NF-jB activity by inhibiting the proteasome
activity with Bortezomib. Interestingly treatment of NSCLC
with Bortezomib was cytotoxic only in those cells that har-
bor high NF-jB-constitutive activation.
Analysis of surgical samples from NSCLC patients indi-
cated that in most patients (80%) MKP1 levels are upregu-
lated [9] and that only in a small percentage of patients (1/
26) only NF-jB (p65/relA and relB) localizes in the nuclei.
p65/relA has been implicated in both tumor progression
and cell resistance to chemotherapy. Inhibition of NF-jB
increases the efﬁcacy of cisplatin in ovarian cancer models
[35] and cervical cancer [36], to 5-ﬂuorouracil in colon can-
cer [37], and to adjuvant therapy in breast cancer [38]. On
the other hand, some compounds, such as 17AAG, syner-
gistically potentiate TNF-a-induced lung cancer cell death
by blocking NF-jB [39]. These ﬁndings support the poten-
tial improvement in cisplatin responses by co-targeting
NF-jB or Akt and MKP1. Our results indicate that at least
25% from the surgical samples of NSCLC expressed nuclear
relB or p65, an indicative of constitutive NF-jB activity and
therefore would be good candidates to beneﬁt from Bort-
ezomib treatment. So, it would be of interest to evaluate
cisplatin activity in the adjuvant setting in patients se-
lected by our molecular approach in order not to expose
patients with scarce molecular possibilities to respond to
cisplatin to an almost certain toxicity. Finally, clinical data
from the unique reported phase II study where Bortezomib
was administered to NSCLC patients both alone and in
combination with docetaxel, evidenced a modest activity
as single-agent and did not enhance docetaxel responses
or time- to- progression [40]. In this regard, our molecular
data support a new evaluation of Bortezomib activity in
NSCLC patients selected by our molecular approach, since
other studies tested this drug in molecularly inadequate
patients.
In conclusion, our results showed that an activated
PI3K/Akt or NF-jB pathway was linked to a reduced sensi-
tivity to cisplatin in NSCLC cells. Inhibition of PI3K or NF-
jB potently enhanced cisplatin cytotoxicity in cells with
endogenous or genetically induced low MKP1 levels. We
believe that these data add support to the concept of
MKP1 as a novel target for NSCLC treatment and that
assessment of MKP1 expression emerges as a biomarker
for chemosensitizing strategies towards cisplatin in NSCLC.Conﬂicts of interest
None declared.Acknowledgements
We would like to acknowledged Millennium Pharma-
ceuticals for providing Bortezomib and to Dr. Lienhard Sch-
mitz for providing the Gal4-p65TAD1 plasmid and Javier
Perez for helping with the artwork. This work was sup-
ported by Grants PI051305 (R.P), PI081485 (R.P.),
PI061513 (J.A., A.R.), PI052019 (A.R) Grants and RETICS
RD06/0020/0109 (J.A., A.R.) from the ‘‘Fondo de Investiga-
ción Sanitaria FIS/ISCIII ISCIII)” and from Fundación Mutua
Madrileña. We also thank Fundació Cellex (Barcelona) for a
generous donation to the Group of Molecular Therapeutics
and Biomarkers in Breast Cancer, IMIM. I S-P is in receipt of
career development awards from the Ramón y Cajal pro-
gram funded by the SpanishMinisterio de Educación y Cien-
cia. R M-P is a recipient of Fundación Genoma Fellowship.
Appendix A. Supplementary material
Supplementary data associated with this article can be
found, in the online version, at doi:10.1016/j.canlet.2009.
05.029.
References
[1] A. Eastman, Interstrand cross-links and sequence speciﬁcity in the
reaction of cis-dichloro(ethylenediamine)platinum(II) with DNA,
Biochemistry 24 (1985) 27–32.
[2] I. Sanchez-Perez, M. Martinez-Gomariz, D. Williams, S.M. Keyse, R.
Perona, CL100/MKP-1 modulates JNK activation and apoptosis in
response to cisplatin, Oncogene 19 (2000) 5142–5152.
[3] I. Sanchez-Perez, J.R. Murguia, R. Perona, Cisplatin induces a
persistent activation of JNK that is related to cell death, Oncogene
16 (1998) 533–540.
[4] I. Sanchez-Perez, R. Perona, Lack of c-Jun activity increases survival
to cisplatin, FEBS Lett. 453 (1999) 151–158.
[5] I. Vivanco, C.L. Sawyers, The phosphatidylinositol 3-kinase AKT
pathway in human cancer, Nat. Rev. Cancer 2 (2002) 489–501.
[6] A.S. Baldwin, Control of oncogenesis and cancer therapy resistance
by the transcription factor NF-kappaB, J. Clin. Invest. 107 (2001)
241–246.
[7] L.F. Lau, D. Nathans, Identiﬁcation of a set of genes expressed during
the G0/G1 transition of cultured mouse cells, EMBO J. 4 (1985) 3145–
3151.
[8] C.H. Charles, A.S. Abler, L.F. Lau, cDNA sequence of a growth factor-
inducible immediate early gene and characterization of its encoded
protein, Oncogene 7 (1992) 187–190.
[9] S. Chattopadhyay, R. Machado-Pinilla, C. Manguan-Garcia, et al.,
MKP1/CL100 controls tumor growth and sensitivity to cisplatin in
non-small-cell lung cancer, Oncogene 25 (2006) 3335–3345.
[10] A. Toker, A.C. Newton, Cellular signaling: pivoting around PDK-1,
Cell 103 (2000) 185–188.
[11] M.P. Wymann, L. Pirola, Structure and function of phosphoinositide
3-kinases, Biochim. Biophys. Acta 1436 (1998) 127–150.
[12] A. Di Cristofano, P.P. Pandolﬁ, The multiple roles of PTEN in tumor
suppression, Cell 100 (2000) 387–390.
[13] S.R. Datta, H. Dudek, X. Tao, et al., Akt phosphorylation of BAD
couples survival signals to the cell-intrinsic death machinery, Cell 91
(1997) 231–241.
[14] M.H. Cardone, N. Roy, H.R. Stennicke, et al., Regulation of cell death
protease caspase-9 by phosphorylation, Science 282 (1998) 1318–
1321.
[15] K.H. Chun, J.W. Kosmeder 2nd, S. Sun, et al., Effects of deguelin on
the phosphatidylinositol 3-kinase/Akt pathway and apoptosis in
premalignant human bronchial epithelial cells, J. Natl. Cancer Inst.
95 (2003) 291–302.
[16] H.Y. Lee, H. Srinivas, D. Xia, et al., Evidence that phosphatidylinositol
3-kinase- and mitogen-activated protein kinase kinase-4/c-Jun NH2-
terminal kinase-dependent pathways cooperate to maintain lung
cancer cell survival, J. Biol. Chem. 278 (2003) 23630–23638.
[17] J. Brognard, A.S. Clark, Y. Ni, P.A. Dennis, Akt/protein kinase B is
constitutively active in non-small cell lung cancer cells and
216 M. Cortes-Sempere et al. / Cancer Letters 286 (2009) 206–216promotes cellular survival and resistance to chemotherapy and
radiation, Cancer Res. 61 (2001) 3986–3997.
[18] H.Y. Lee, S.H. Oh, Y.A. Suh, et al., Response of non-small cell lung
cancer cells to the inhibitors of phosphatidylinositol 3-kinase/Akt-
and MAPK kinase 4/c-Jun NH2-terminal kinase pathways: an
effective therapeutic strategy for lung cancer, Clin. Cancer Res. 11
(2005) 6065–60674.
[19] C.Y. Wang, D.C. Guttridge, M.W. Mayo, A.S. Baldwin Jr., NF-kappaB
induces expression of the Bcl-2 homologue A1/Bﬂ-1 to preferentially
suppress chemotherapy-induced apoptosis, Mol. Cell. Biol. 19 (1999)
5923–5929.
[20] T.S. Finco, A.S. Baldwin, Mechanistic aspects of NF-kappa B
regulation: the emerging role of phosphorylation and proteolysis,
Immunity 3 (1995) 263–272.
[21] J.R. Matthews, R.T. Hay, Regulation of the DNA binding activity of
NF-kappa B, Int. J. Biochem. Cell Biol. 27 (1995) 865–879.
[22] G. Bonizzi, M. Karin, The two NF-kappaB activation pathways and
their role in innate and adaptive immunity, Trends Immunol. 25
(2004) 280–288.
[23] K. Brown, S. Gerstberger, L. Carlson, G. Franzoso, U. Siebenlist,
Control of I kappa B-alpha proteolysis by site-speciﬁc, signal-
induced phosphorylation, Science 267 (1995) 1485–1488.
[24] E.B. Traenckner, H.L. Pahl, T. Henkel, K.N. Schmidt, S. Wilk, P.A.
Baeuerle, Phosphorylation of human I kappa B-alpha on serines 32
and 36 controls I kappa B-alpha proteolysis and NF-kappa B
activation in response to diverse stimuli, EMBO J. 14 (1995) 2876–
28783.
[25] J. DiDonato, F. Mercurio, C. Rosette, et al., Mapping of the inducible
IkappaB phosphorylation sites that signal its ubiquitination and
degradation, Mol. Cell. Biol. 16 (1996) 1295–1304.
[26] E. Dejardin, N.M. Droin, M. Delhase, et al., The lymphotoxin-beta
receptor induces different patterns of gene expression via two NF-
kappaB pathways, Immunity 17 (2002) 525–535.
[27] I. Sanchez-Perez, S.A. Benitah, M. Martinez-Gomariz, J.C. Lacal, R.
Perona, Cell stress and MEKK1-mediated c-Jun activation modulate
NF-jB activity and cell viability, Mol. Biol. Cell 13 (2002) 2933–
2945.
[28] Y. Devary, C. Rosette, J.A. DiDonato, M. Karin, NF-kappa B activation
by ultraviolet light not dependent on a nuclear signal, Science 261
(1993) 1442–1445.
[29] A. Russo, M.E. Fratto, V. Bazan, V. Schiró, V. Agnese, G. Cicero, B.
Vincenzi, G. Tonini, D. Santini, Targeting apoptosis in solid tumors:the role of Bortezomib from preclinical to clinical evidence, Expert.
Opin. Ther. Targets 11 (2007) 1571–1586.
[30] R. Perona, S. Montaner, L. Saniger, I. Sanchez-Perez, R. Bravo, J.C.
Lacal, Activation of the nuclear factor-kappaB by Rho, CDC42, and
Rac-1 proteins, Genes Dev. 11 (1997) 463–475.
[31] M.L. Schmitz, M.A. dos Santos Silva, P.A. Baeuerle, Transactivation
domain 2 (TA2) of p65 NF-kappa B. Similarity to TA1 and phorbol
ester-stimulated activity and phosphorylation in intact cells, J. Biol.
Chem. 270 (1995) 15576–15584.
[32] J.W. Tichelaar, Y. Zhang, J.C. leRiche, P.W. Biddinger, S. Lam, M.W.
Anderson, Increased staining for phospho-Akt, p65/RELA and cIAP-2
in pre-neoplastic human bronchial biopsies, BMC Cancer 5 (2005)
155–159.
[33] J. Tsurutani, S.M. Steinberg, M. Ballas, et al., Prognostic signiﬁcance
of clinical factors and Akt activation in patients with
bronchioloalveolar carcinoma, Lung Cancer 55 (2007) 115–121.
[34] J. Tsurutani, S.S. Castillo, J. Brognard, et al., Tobacco components
stimulate Akt-dependent proliferation and NFkappaB-dependent
survival in lung cancer cells, Carcinogenesis 26 (2005) 1182–1195.
[35] S. Mabuchi, M. Ohmichi, Y. Nishio, et al., Inhibition of NFkappaB
increases the efﬁcacy of cisplatin in in vitro and in vivo ovarian
cancer models, J. Biol. Chem. 279 (2004) 23477–23485.
[36] E. Dejardin, The alternative NF-kappaB pathway from biochemistry
to biology: pitfalls and promises for future drug development,
Biochem. Pharmacol. 72 (2006) 1161–1179.
[37] R. Voboril, S.N. Hochwald, J. Li, et al., Inhibition of NF-kappa B
augments sensitivity to 5-ﬂuorouracil/folinic acid in colon cancer, J.
Surg. Res. 120 (2004) 178–188.
[38] C. Montagut, I. Tusquets, B. Ferrer, et al., Activation of nuclear factor-
kappa B is linked to resistance to neoadjuvant chemotherapy in
breast cancer patients, Endocr. Relat. Cancer 13 (2006) 607–616.
[39] X. Wang, W. Ju, J. Renouard, J. Aden, S.A. Belinsky, Y. Lin, 17-
allylamino-17-demethoxygeldanamycin synergistically potentiates
tumor necrosis factor-induced lung cancer cell death by blocking the
nuclear factor-kappaB pathway, Cancer Res. 66 (2006) 1089–1095.
[40] M.P. Fanucchi, F.V. Fossella, R. Belt, R. Natale, P. Fidias, D.P. Carbone,
R. Govindan, L.E. Raez, F. Robert, M. Ribeiro, W. Akerley, K. Kelly, S.A.
Limentani, J. Crawford, H.J. Reimers, R. Axelrod, O. Kashala, S. Sheng,
J.H. Schiller, Randomized phase II study of Bortezomib alone and
Bortezomib in combination with docetaxel in previously treated
advanced non-small-cell lung cancer, J. Clin. Oncol. 24 (2006) 5025–
5033.
  
 2009;15:3530-3539. Published online May 5, 2009.Clin Cancer Res
 
Federico Rojo, Irene González-Navarrete, Rafael Bragado, et al.
 
Repressed by Doxorubicin
Breast Cancer Independently Predicts Prognosis and Is 












This article cites 50 articles, 27 of which you can access for free at:
Citing Articles
 http://clincancerres.aacrjournals.org/content/15/10/3530.full.html#related-urls
This article has been cited by 2 HighWire-hosted articles. Access the articles at:
 
 




To order reprints of this article or to subscribe to the journal, contact the AACR
Permissions
.permissions@aacr.orgDepartment at 
To request permission to re-use all or part of this article, contact the AACR Publications
 American Association for Cancer Research Copyright © 2009 
 on April 19, 2011clincancerres.aacrjournals.orgDownloaded from 
DOI:10.1158/1078-0432.CCR-08-2070
Cancer Therapy: Preclinical
Mitogen-Activated Protein Kinase Phosphatase-1 in Human
Breast Cancer Independently Predicts Prognosis
and Is Repressed by Doxorubicin
Federico Rojo,1,2,3,5 Irene González-Navarrete,1,4 Rafael Bragado,6 Alba Dalmases,1,4
Silvia Menéndez,1,4 Maria Cortes-Sempere,7 Cristina Suárez,2,4 Cristina Oliva,1,4
Sonia Servitja,1,3,4 Vanesa Rodriguez-Fanjul,7 Isabel Sánchez-Pérez,7 Clara Campas,1,4
Josep Maria Corominas,1,2,3,8 Ignasi Tusquets,1,3,4 Beatriz Bellosillo,1,2,8
Sergi Serrano,1,2,8 Rosario Perona,7 Ana Rovira,1,4 and Joan Albanell1,4,6,8
Abstract Purpose: Mitogen-activated protein kinase (MAPK) phosphatase-1 (MKP-1) depho-
sphorylates mitogen-activated protein kinase [extracellular signal-regulated kinase
(ERK), c-Jun NH2-terminal kinase (JNK), and p38], mediates breast cancer chemoresis-
tance, and is repressible by doxorubicin in breast cancer cells. We aimed to character-
ize doxorubicin effects on MKP-1 and phospho-MAPKs in human breast cancers and to
further study the clinical relevance of MKP-1 expression in this disease.
Experimental Design: Doxorubicin effects on MKP-1, phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2),
phospho-JNK (p-JNK), and phospho-p38 were assayed in a panel of human breast can-
cer cells by Western blot and in human breast cancer were assayed ex vivo by immu-
nohistochemistry (n = 50). MKP-1 expression was also assayed in a range of normal to
malignant breast lesions (n = 30) and in a series of patients (n = 96) with breast cancer
and clinical follow-up.
Results:MKP-1 was expressed at low levels in normal breast and in usual ductal hyper-
plasia and at high levels in in situ carcinoma. MKP-1 was overexpressed in ∼50% of
infiltrating breast carcinomas. Similar to what was observed in breast cancer cell lines,
ex vivo exposure of breast tumors to doxorubicin down-regulated MKP-1, and up-
regulated p-ERK1/2 and p-JNK, in the majority of cases. However, in a proportion of
tumors overexpressing MKP-1, doxorubicin did not significantly affect MKP-1 or
phospho-MAPKs. With regard to patient outcome, MKP-1 overexpression was an
adverse prognostic factor for relapse both by univariate (P < 0.001) and multivariate
analysis (P = 0.002).
Conclusions: MKP-1 is overexpressed during the malignant transformation of the
breast and independently predicts poor prognosis. Furthermore, MKP-1 is repressed
by doxorubicin in many human breast cancers.
There is a need to find novel targets to improve the therapeutic
options for breast cancer patients (1, 2). A recently proposed
target is the mitogen-activated protein kinase (MAPK) phospha-
tase-1 (MKP-1; refs. 3, 4). MAPKs, the substrates of MKPs, play
important roles in proliferation, stress responses, apoptosis,
and immune response (3–7). There are three well-known
MAPK subfamilies: extracellular signal-regulated kinases
(ERK), c-Jun NH2-terminal kinases (JNK), and p38 MAPK iso-
forms. MAPKs are activated through a cascade of sequential
phosphorylation events. The phosphorylation of MAPKs on
threonine and tyrosine residues by specific upstream MAPK
kinases (MEKs or MKKs) leads to their activated state.
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Conversely, MKPs, also known as dual-specificity phospha-
tases, dephosphorylate MAPKs on tyrosine and threonine re-
sidues (3, 5, 8). The prototypic member of the family, MKP-1
is an inducible nuclear phosphatase able to dephosphorylate
ERK, JNK, and p38. MKP-1 is induced by many of the same
stimuli that activate MAPKs, including growth factors and
stress (5). Furthermore, MAPKs can increase MKP-1 protein
activity in two distinct ways: firstly, MKP binding to its
MAPK target causes a subtype-specific enhancement of its cat-
alytic activity (9), and secondly, by phosphorylation by ERK,
which inhibits MKP-1 degradation through the ubiquitin
pathway (10). This mechanism is viewed as a feedback con-
trol to attenuate MAPK signaling (4, 5, 11, 12). MKP-1 seems
to play an important role in tumorigenesis (4, 13, 14) and
counterbalances the cytotoxicity of various anticancer drugs
(4, 14–21). In this regard, anthracyclines, alkylating agents,
taxanes, cisplatin, or proteasome inhibitors induce apoptosis
in part by activation of the JNK pathway (15, 16). Notably,
high levels of MKP-1 may dephosphorylate JNK and therefore
limit the cytotoxicity of these agents (14, 16, 17, 19–24).
Conversely, down-modulation of MKP-1 might be proapop-
totic by facilitating a persistent JNK phosphorylation (4, 17).
Several reports suggest MKP-1 as a potential target in breast
cancer. In breast cancer cells, MKP-1 was a significant medi-
ator of chemoresistance to anthracyclines, alkylating agents,
and taxanes (15, 18, 19). Proteasome inhibitors induce
MKP-1 and this induction played an antiapoptotic role (16,
20–23). Dexamethasone also induced MKP-1 and limited
paclitaxel cytotoxicity (18, 19). In contrast, anthracyclines de-
crease expression of MKP-1 (15, 24). This repression is in-
volved in the potentiation of the cytotoxicity of alkylating
agents by anthracyclines (15). Aplidin also down-modulates
MKP-1 (25). Complementing preclinical data, MKP-1 is over-
expressed in human breast cancers (26, 27). These observa-
tions justify an interest in MKP-1 inhibitors for cancer
therapy (3, 4, 19, 28, 29).
Here, we aimed to further characterize MKP-1 and phos-
pho-MAPK regulation by doxorubicin in breast cancer cells
and in an ex vivo model (30, 31). We also analyzed the
expression of MKP-1 in breast malignant transformation
and in breast cancer patients with clinical follow-up.
Materials and Methods
Reagents, antibodies, and cells. Doxorubicin and Ro-31-8220 (both
from Calbiochem; ref. 32) were purchased for use. Doxorubicin was
freshly dissolved in water and Ro-31-8220 was dissolved in DMSO at
stock concentrations of 10 mmol/L. Elite avidin-biotin complex meth-
od kit was from Vector Laboratories. Enhanced chemiluminescence de-
tection kit was from Amersham Pharmacia Biotech. All tissue culture
materials were from Life Technologies. The following antibodies were
used: anti–phospho-ERK1/2 (p-ERK1/2; Thr202/Tyr204), anti-ERK1/2,
anti-JNK, anti-p38 MAPK, and anti–phospho-p38 (p-p38) MAPK (all
from Cell Signaling Technology). Anti–phospho-JNK (p-JNK; Thr183/
Tyr185) from Promega and Cell Signaling Technology was used for im-
munohistochemical and Western blot analysis, respectively. To detect
MKP-1, two antibodies were used: one for Western blot and one for
immunohistochemical assays. Antibodies to detect expression of estro-
gen receptor, progesterone receptor, and HER2 (HercepTest) were
purchased from Dako. HER2 amplification was assayed by HER2 fluo-
rescence in situ hybridization pharmDx (Dako). The human breast
cancer cell lines BT-474, SK-BR3, MDA-MB-468, MDA-MB-453, MDA-
MB-231, and MCF-7 (from the American Type Culture Collection) were
maintained as previously reported (9).
Real-time quantitative reverse transcription-PCR. Specific PCR prim-
er combinations and fluorogenic probes (5′-FAM, 3′-TAMRA) for the
target MKP-1 mRNA and housekeeping RNA (endogenous control,
18S, β-actin, and RPLPO) were purchased from Applied Biosystems.
Total RNAwas isolated using RNeasy kit (Qiagen) and reverse transcribed
to cDNA using SuperScript reverse transcriptase (Invitrogen). cDNAs were
combined with primers and probes specific for each gene of interest along
with predeveloped Taqman Gene Expression Master Mix (Applied Biosys-
tems) for the following genes: MKP-1 (Hs-00610256-g1), human β-actin
(Hs99999903_m1), human 18S (Hs99999901_s1), and human RPLPO
(large ribosomal protein PO; Hs99999902_m1). The PCR protocol was
50°C for 2 min and 95°C for 10 min followed by 50 cycles at 95°C
for 15 s and at 60°C for 1 min. Negative controls were included and
yielded no products. Real-time PCR analysis was carried out on an ABI-
7500HT. Ct values were determined using SDS v2.2 software (Applied
Biosystems) and compared using the Ct method.
Western blot analysis. Western blot analysis in cultured cells was
done following as previously reported (20). Briefly, cells were washed
in PBS and scraped, and whole-cell lysates were prepared. Frozen breast
tumor samples were analyzed by Western blot, also as described previ-
ously (33).
Cell viability assay in vitro. Cells were seeded into six-well plates
at 3 × 105 per well and allowed to adhere overnight. Cells were then
treated as indicated in Results. The dishes were incubated for 21 h before
trypsinization and counting using trypan blue and/or 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium, inner salt (MTS) assay (9).
Patient data and tissue specimens for clinicopathologic analysis. The
study was approved by the ethics committee of the hospital and con-
ducted following institutional guidelines. For clinicopathologic correla-
tions and outcome analysis, retrospective samples were needed. To this
end, formalin-fixed paraffin-embedded breast cancer samples obtained
from surgical specimens from patients with biopsy-proven breast cancer
were retrieved. Normal breast tissues, hyperplastic lesions, and in situ
carcinomas from the same specimens were also assessed. In addition,
selected paired formalin-fixed paraffin-embedded and frozen samples
were obtained. Tumor-node-metastasis (TNM) staging was classified us-
ing the American Joint Committee on Cancer staging system for breast
cancer (34). Histologic grades were defined according to Scarff-Bloom-
Richardson modified by Elston criteria (35). Estrogen and progesterone
receptors and HER2 status were determined by immunohistochemistry
Translational Relevance
There is increasing evidence on a role of the mito-
gen-activated protein kinase phosphatase-1 (MKP-1)
as a mediator of de novo or acquired breast cancer
resistance in human cell lines and the search of
MKP-1 inhibitors is actively pursued. Here, we pro-
vide evidence on MKP-1 biology in human breast
cancer at three levels: (a) MKP-1 is overexpressed
during the malignant transformation of the breast,
(b) MKP-1 overexpression is linked with poor patient
outcome, and (c) MKP-1 is a repressible enzyme by
doxorubicin in many human breast cancers. This re-
pression is associated with an increase in the levels
of phospho-extracellular signal-regulated kinase 1/2
and c-Jun NH2-terminal kinase. These results add
clinical support to the concept of MKP-1 as a novel
target for breast cancer therapy and justify further
studies of MKP-1 as a promising prognostic marker.
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or fluorescence in situ hybridization (36). Clinical data and follow-up
were obtained from review of patient's medical records. Disease relapse
was considered as any primary, regional, or distant recurrence, as well
as the appearance of a secondary tumor.
A tissue microarray was also constructed. Three tissue cores (1-mm
diameter) were obtained from each specimen. In addition, 30 complete
sections were assayed for same markers to correlate with observed tissue
microarray expression. The tissue cores were precisely arrayed into
a new paraffin block guided by a defined x-y position using a tissue
microarray workstation (T1000; Chemicon) as reported in the
literature (37).
Exposure of human breast cancers to doxorubicin ex vivo. In addition
to retrospective formalin-fixed paraffin-embedded specimens, fresh
breast cancer specimens were obtained to add ex vivo doxorubicin
and assess its molecular effects (30, 31). Tissue slices, which were not
needed for diagnostic purposes, from primary breast tumors larger than
1.5 cm were obtained from surgical specimens of patients newly diag-
nosed with invasive breast cancer. One slide (control sample) was put
into culture medium, and a second slice (treated sample) was put on
the same culture medium plus doxorubicin at 5 μg/mL (38). Incubation
was done in 24-well plates at 37°C in a constant atmosphere of 5%
CO2 for 24 h. At 24 h, specimens were fixed in 10% neutral-buffered
formalin for 16 h and embedded in paraffin under vacuum conditions.
A full report of this method will be reported separately. Specimens were
then assayed by immunohistochemistry.
Immunohistochemistry. Immunostaining was done using 3-μm tis-
sue sections, placed on plus charged glass slides. After deparaffinization
in xylene and graded alcohols, heat antigen retrieval was done in buffered
solutions: pH 9 EDTA-based buffer (Dako) was used to detect MKP-1,
JNK, and p-JNK; pH 8 citrate-based buffer (Ventana) was used to detect
ERK1/2, p-ERK1/2, p-p38, and p38. Endogenous peroxidase was blocked
by immersing the sections in 0.03% hydrogen peroxide for 5 min. Slides
Fig. 1. Doxorubicin (DOX) effects on MKP-1 and phospho-MAPK expression in BT-474 breast cancer cells. A, levels of MKP-1 mRNA after doxorubicin
exposure, measured by quantitative multiplex real-time reverse transcription-PCR. cDNA was synthesized from RNA samples from control- and
doxorubicin-exposed cells. MKP-1 expression values are relative to the levels of a control RNA (RPLPO). Similar results were obtained with β-actin and
18S RNA. B, levels of MKP-1 protein in BT-474 cells exposed to increasing concentrations of doxorubicin, as assayed by Western blot. Tubulin was used as
loading control. C, time course effects of doxorubicin (5 and 20 μmol/L) on MKP-1 and total and phosphorylated protein levels of MAPKs (ERK1/2 and
JNK), as assayed by Western blot. No effects on p-p38 were seen (data not shown). Tubulin was used as loading control. D, graphic representation of a
densitometric analysis of MKP-1 and p-ERK1/2 protein levels. E, time course effects of doxorubicin on MKP-1 and phospho-MAPKs (ERK1/2, JNK, and p38)
in a panel of breast cancer cell lines, as assayed by Western blot. Tubulin was used as loading control.
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were washed for 5 min with TBS solution containing Tween 20 at pH 7.6
and incubated with the primary antibodies for 60 min at room temper-
ature followed by incubation with the appropriate anti-Ig horseradish
peroxidase–conjugated EnVision polymer (Dako) or peroxidase-
conjugated OmniMap multimer (Ventana) to detect antigen-antibody
complexes. Sections were then visualized with 3,3′-diaminobenzidine
as a chromogen for 5 min and counterstained with hematoxylin. All im-
munohistochemical stainings were done in Dako Link or Discovery XT
platform and the same sections incubated with nonimmunized serum
were used as negative controls. As positive control, sections of a breast
human tumor with known marker expression were stained. In addition
to human specimens, tissues (kidney and liver) for validation of MKP-1
immunohistochemical assay were obtained from wild-type and
MKP-1 gene knockout mice (39), generously provided by Bristol-Myers
Squibb Co., and processed in the same way.
Expression of markers was assessed in a blinded fashion by two in-
vestigators. For MKP-1 and MAPKs (ERK1/2, p-ERK1/2, JNK, p-JNK,
p38, and p-p38), nuclear staining was required for considering a cell
as positive. As we previously reported for phosphorylated forms of
kinases, a tumor was scored as positive for a given phosphorylated
protein when any percentage of tumor cells was stained (33, 40). In
addition, a semiquantitative histoscore (Hscore) was calculated. The
Hscore was determined by estimation of the percentage of tumor cells
positively stained with low, medium, or high staining intensity. The
final score was determined after applying a weighting factor to each
estimate. The formula used was Hscore = (low %) × 1 + (medium %) ×
2 + (high %) × 3, and the results ranged from 0 to 300.
Statistics. Statistical analysis was carried out with Statistical Package
for the Social Sciences version 13.0 (SPSS, Inc.). To analyze correlations
between MKP-1 expression and clinicopathologic variables, we used the
χ2 test (Fisher's exact test) or Mann-Whitney test. A paired t test was
used to compare molecular marker scores (immunohistochemistry)
between control-treated and ex vivo–treated breast cancers. Effects of
doxorubicin in breast specimens ex vivo were also expressed by means
of unsupervised hierarchical clustering using the agglomeration rule
average linkage that placed cases and marker results next to each
other if they were most similar in their immunohistochemical profiles
(41, 42). Disease recurrence was analyzed by the Kaplan-Meier method.
Curves were compared by the log-rank test. Multivariate analysis,
including continuous quantitative and qualitative clinicopathologic
parameters, was done using the Cox proportional hazards model.
All the statistical tests were conducted at the two-sided 0.05 level of
significance.
Results
Doxorubicin affects MKP-1 and phospho-MAPK in breast cancer
cells. We first assessed doxorubicin effects in BT-474 cells. As
assayed by MTS at 48 hours, doxorubicin IC25 was ∼5 μmol/L,
IC50 was ∼20 μmol/L, and IC75 was ∼50 μmol/L in BT-474
(data not shown). A concentration- and time-dependent reduc-
tion of MKP-1 transcripts was observed on doxorubicin expo-
sure, as assayed by reverse transcription-PCR (Fig. 1A) MKP-1
protein levels also decreased, with an evident effect at doxoru-
bicin concentrations ≥5 μmol/L (Fig. 1B). MKP-1 protein
down-regulation was observed at 4 hours (no effects were
detected at earlier time points; data not shown) and was max-
imal at 8 hours (Fig. 1C). This inhibition was maintained at
24 hours, the latest time point tested. The decrease in MKP-1
preceded an increase in phosphorylated forms of MAPK family
members. p-ERK1/2 expression increased in a time- and dose-
dependent manner (Fig. 1C). Induction of p-JNK was observed
at doxorubicin concentrations of ≥20 μmol/L (Fig. 1C, bottom,
and experiments at 50 μmol/L not shown). p-p38 was unde-
tected in BT-474 cells in all the conditions tested (data not
shown). No evident changes were observed in total ERK1/2,
JNK, and p38 proteins. A subtle reduction in p-ERK1/2 levels
was observed at early time points (1-4 hours; Fig. 1D), which
may decrease MKP-1 protein stability and perhaps contribute
to MKP-1 down-modulation (10, 43). These kinetic effects were
also observed at higher concentrations (data not shown). We
next assayed five additional breast cancer cell lines (SK-BR3,
MDA-MB-231, MDA-MB-468, MDA-MB-453, and MCF-7). In
all of them, MKP-1 was down-modulated by doxorubicin
and p-ERK1/2 and p-JNK were induced (Fig. 1E), as observed
in BT-474 cells. In four of these cell lines, p-p38 was induced
by doxorubicin (Fig. 1E).
We then combined doxorubicin with Ro-31-8220, an agent
originally synthesized as a protein kinase C inhibitor, which re-
duces MKP-1 expression (32). A short exposure to Ro-31-8220
(3 hours followed by a washout) markedly reduced MKP-1 and
induced p-JNK and p-ERK1/2. p-ERK1/2 levels returned to base-
line at 24 hours (Fig. 2A). A combined treatment of doxorubi-
cin and Ro-31-8220 resulted in a modest, but significant,
additional reduction of cell viability compared with each agent
used alone (Fig. 2B).
Validation of MKP-1 immunohistochemical assay and pattern
of expression in normal and pathologic breast lesions. We tested
the sensitivity and specificity of several anti–MKP-1 commer-
cially available antibodies by immunocytochemistry (data not
shown) and immunohistochemistry. A polyclonal anti–MKP-1
antibody was chosen based on results on tissues from wild-type
and knockout MKP-1 mice (data not shown; ref. 39) as well as
results in human tumor samples. Preabsorption with a specific
antigen peptide resulted in a negative staining (data not
shown). In addition, frozen human tumor samples assayed
Fig. 2. A, time course of Ro-31-8220 (a nonspecific MKP-1 inhibitor) 3 h
before treatment followed by a washout on MKP-1 and p-ERK1/2 in
BT-474 cells, as assayed by Western blot. Please note that at 24 h the effects
on p-ERK1/2 are reversed. B, effect of Ro-31-8220 before treatment on
cell viability after 48 h of doxorubicin treatment, as assayed by manual
trypan blue exclusion method.
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by Western blot had expression levels that corresponded
closely to the levels observed by immunohistochemistry (data
not shown).
We then assayed 30 complete tissue sections that included
histologic normal breast (n = 30) as well as hyperplastic
(n = 11), in situ (n = 18), and infiltrating (n = 30) malig-
nancies (Fig. 3A). Histologically normal breast ductal and
lobular epithelial cells exhibited diffuse and weak MKP-1
staining in the nuclei. In myoepithelial cells, MKP-1 was un-
detected and a low level of MKP-1 expression was seen in
fibroblasts and endothelial cells. In usual ductal hyperplasia,
the expression was similar to normal breast epithelium. All
cases of benign breast tissue (normal and hyperplasia) had a
MKP-1 Hscore <100. This Hscore value was selected to de-
fine the threshold of MKP-1 overexpression (Fig. 3B). In
contrast, in all in situ carcinomas, MKP-1 was overexpressed
(Fig. 3A and B). In infiltrating carcinoma, MKP-1 was over-
expressed in up to 50% (Fig. 3A and B). In some specimens
that had both in situ and infiltrating carcinoma, there was
overexpression of MKP-1 in the in situ carcinoma, whereas
it was not overexpressed in the infiltrating areas. Similar re-
sults in MKP-1 staining were observed in tissue microarray
Fig. 3. A, representative pictures
showing a representative range of
MKP-1 expression levels observed by
immunohistochemistry in human
breast tissues. Histologically normal
epithelial cells (1 and 2), as well as usual
ductal hyperplasia (3), exhibited weak
and diffuse nuclear MKP-1 staining. In
infiltrating carcinoma cells, there was a
wide range of expression levels, from
undetected/low (4 and 5) to increasingly
high MKP-1 staining (4-11). In pictures
4 to 8, infiltrating carcinoma areas are
pointed by red arrows and adjacent
histologically normal breast by black
arrows. In pictures 9 to 11, only
infiltrating carcinoma areas are shown.
Picture 12 shows an in situ carcinoma
with high MKP-1 expression. B, scatter
plot by categories, displaying the
levels of MKP-1 expression (Hscore) in
normal breast, ductal hyperplasia,
in situ ductal carcinoma, and infiltrating
carcinoma.
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cores compared with the corresponding full tissue sections
(data not shown).
Doxorubicin represses MKP-1 expression in a large subset of
human breast cancers. Doxorubicin effects, as a single agent,
on MKP-1 and phospho-MAPKs were assayed ex vivo in a series
of 50 fresh breast cancer specimens under controlled experi-
mental conditions (Fig. 4). In the whole series, doxorubicin in-
duced a significant decrease in MKP-1 [mean Hscore MKP-1,
117 ± 64 (SD) in control versus 72 ± 104 in treated specimens;
P < 0.001]. p-JNK and p-ERK1/2 expression increased signifi-
cantly by doxorubicin (Hscore p-ERK1/2, 49 ± 47 in control
versus 87 ± 65 in treated specimens; P < 0.001; Hscore p-JNK,
72 ± 50 in control versus 126 ± 82 in treated specimens;
P < 0.001). p-p38 expression was numerically higher in doxo-
rubicin-treated samples, but differences were not statistically
significant (P = 0.29). Overall, this pattern (Fig. 4B and C) re-
sembled the one observed in breast cancer cell lines (Fig. 1).
Effects, however, were not uniform; MKP-1 levels decreased
on doxorubicin exposure in 39 specimens, whereas in the re-
maining 11 specimens the levels slightly increased (Fig. 4).
Only in tumors that down-modulated MKP-1 levels there
was a significant increase in p-ERK1/2 (P < 0.001) and
p-JNK (P < 0.001). We then explored whether MKP-1 baseline
levels might be linked to the ability of doxorubicin to
down-regulate this protein. In the 27 tumors nonoverexpres-
sing MKP-1, doxorubicin further down-modulated MKP-1
(MKP-1 Hscore, 69 ± 21 in control versus 13 ± 14 in treated
specimens; P = 0.03). In this subset, a significant up-regulation
of p-ERK1/2 and p-JNK was observed (p-ERK1/2 Hscore,
38 ± 44 in control versus 96 ± 71 in treated specimens;
P < 0.001; p-JNK Hscore, 58 ± 44 in control versus 150 ±
65 in treated specimens; P < 0.001). In contrast, in the series
of 23 tumors overexpressing MKP-1, doxorubicin did not sig-
nificantly change MKP-1 expression (P = 0.24) and did not
Fig. 4. Effects of doxorubicin, added
ex vivo to fresh human breast
cancer sections, on MKP-1 and
phospho-MAPKs, as assayed by
immunohistochemistry. A, three
representative examples are shown. In
tumor 25, doxorubicin resulted in an
almost complete loss of detectable
MKP-1 expression. p-ERK1/2 and p-JNK
expression increased, whereas p-p38
expression was reduced by
doxorubicin. In tumor 31, doxorubicin
down-modulated MKP-1. p-ERK1/2,
p-JNK, and p-p38 were up-regulated. In
tumor 30, MKP-1 expression was
slightly increased on doxorubicin
exposure. p-ERK1/2 and p-JNK were
down-regulated and p-p38 was
up-regulated.
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significantly affect p-ERK1/2 (P = 0.23), p-JNK (P = 0.72), or
p-p38 (P = 0.32).
Expression of MKP-1, phospho-MAPKs, and clinicopathologic
breast cancer features. Tumor specimens from paraffin-
embedded blocks, with enough available tissue for the studies,
were retrospectively selected from consecutive newly diagnosed
breast cancer patients that had the following criteria: infiltrating
ductal or lobulillar carcinomas, nonmetastatic disease at diag-
nosis, diagnosed between 1998 and 2000, and available clinical
follow-up. A total of 96 patients with this criteria were selected
(Table 1). There were 78 ductal and 18 lobulillar infiltrating
carcinomas. Stage was I in 42 patients, II in 28 patients, and
III in 20 patients (unknown in 6). Additional clinicopathologic
characteristics are shown in Table 1. All patients had surgical
treatment. Forty-four patients received systemic treatment (che-
motherapy, antihormonal therapy, or both) according to our
clinical guidelines (patients were not part of any clinical trial).
Patients were followed at the medical oncology department
(median follow-up, 69 months; range, 9-128). A total of 18
patients had a relapse.
Forty-three (45%) specimens overexpressed MKP-1 and 53
(55%) were nonoverexpressors (Fig. 3B). Mean MKP-1 Hscore
was 85.3 (±79.5 SD). The following characteristics were nu-
merically more frequent in tumors with MKP-1 overexpres-
sion: lobular infiltrating carcinoma, grade III, negative
estrogen receptors, negative progesterone receptors, HER2
overexpression/amplification, large primary tumors, lymph
node metastasis, and advanced TNM stage. However, none
of these characteristics was significantly correlated with MKP-
1 overexpression (Table 1). Twenty-four of 44 (54%) patients
that received systemic treatment had MKP-1–overexpressing
tumors, whereas in the 52 that did not receive adjuvant treat-
ment, 17 (33%) had MKP-1 overexpression (P = 0.16). The
more frequent use of adjuvant treatment in patients with
MKP-1 overexpression may reflect that this was more common
(albeit without reaching statistical significance) in patients
with adverse prognostic features (Table 1). We also assessed
the interplay between MKP-1 and phospho-MAPKs. All infil-
trating breast cancers expressed some degree of p-ERK1/2,
p-JNK, and p-p38. The mean Hscores and SD for these MAPKs
were as follows: p-ERK1/2, 58.3 ± 58.7; p-JNK, 32.7 ± 47.7;
and p-p38, 120.6 ± 76.7. Breast cancers overexpressing MKP-
1 had slightly higher Hscore values of p-ERK1/2 (61.4 ± 54.2
in MKP-1 overexpressors versus 55.8 ± 62.4 in nonoverexpres-
sors; P = 0.020) but had lower Hscore values of p-p38 (95.5 ±
71.6 versus 140.9 ± 75.4; P = 0.005). There were no significant
differences in p-JNK (29.6 ± 29.7 versus 35.2 ± 41.6; P = 0.98)
with regard to MKP-1 expression.
Overexpression of MKP-1 and breast cancer relapse. Disease-
free survival analysis showed a higher risk of relapse in patients
with MKP-1 overexpression (Fig. 5; P < 0.001, log-rank test).
Kaplan-Meier survival curves for relapse and log-rank test
comparisons also showed that high primary tumor stage
(P = 0.035), tumor grade (P = 0.013), tumor size (P = 0.025),
axillary lymph node involvement (P < 0.001), negative estrogen
receptor status (P = 0.008), negative progesterone receptor
status (P = 0.004), and low p-p38 expression (P < 0.001) were
associated with a higher risk of relapse. A multivariate analysis
was done including all the baseline clinicopathologic factors
(Table 1) and MKP-1. In this analysis, MKP-1 overexpression
(P = 0.016) retained its adverse prognostic role. For the clinico-
pathologic factors, age (P = 0.15), tumor size (P = 0.50), and
nodal status (P = 0.10) were also significant in this multivariate
analysis, whereas estrogen receptor (P = 0.60), progesterone
receptor (P = 0.99), HER2 (P = 0.94), TNM stage (P = 0.72),
grade (P = 0.49), and menopausal status (P = 0.19) were not
significant. Because p-p38 was also significant by univariate
analysis, we did a second multivariate analysis, including
MKP-1, p-p38, and all the clinicopathologic factors mentioned
above. In this analysis, MKP-1 again retained its independent
value (P = 0.015), whereas p-p38 lost the significance
(P = 0.13). None of the patients with tumors nonoverexpressing
MKP-1 had died at the time of analysis, thus precluding com-
parisons of overall survival.
Discussion
We report that in human breast cancers, exposed ex vivo to
doxorubicin, MKP-1 is a regulable enzyme, and in the majority
of specimens, doxorubicin significantly reduced its expression.
This event was coupled with phosphorylation of JNK and
Fig. 4. Continued. B, hierarchical cluster analysis (41, 42) of doxorubicin
effects on MKP-1 and phospho-MAPKs in a total of 50 human breast
cancers. Each column represents an effect on expression of the paired
control- and doxorubicin-treated samples, and each row, a single
immunohistochemical marker, including MKP-1, p-ERK1/2, p-JNK, and
p-p38. Down-regulation of expression is displayed in green, up-regulation
in red, and no effect in black. Red arrows point the breast tumors displayed
in A. C, box plot graphs indicating the immunohistochemical results for
MKP-1 and phospho-MAPKs in control- and doxorubicin-treated conditions
from ex vivo human breast cancers in the entire series (n = 50). The
horizontal bar indicates median Hscore, the box represents the interquartile
range, and the whiskers above and below the box show the minimum and
maximum within a category. A P value for each marker is shown.
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ERK1/2, thus resembling the pattern reported in breast cancer
cell lines. Results in a range of breast lesions also pointed to
MKP-1 overexpression as a common event during breast malig-
nant transformation. Finally, MKP-1 overexpression was an in-
dependent adverse prognostic factor in breast cancer patients.
Induction of MKP-1 by chemotherapeutic drugs, such as cis-
platin or alkylating agents, and proteasome inhibitors limits
their cytotoxicity, mainly by inactivation of JNK (3, 4, 14, 15,
44). However, other agents, such as doxorubicin (15) or aplidin
(25), repress MKP-1, and this is viewed as part of their antitu-
mor mechanisms of action by allowing a more efficient induc-
tion of p-JNK. We confirmed that doxorubicin decreased in a
concentration- and time-dependent manner MKP-1 transcripts
and protein levels in breast cancer cells. In all the cell lines test-
ed, doxorubicin induced p-JNK and p-ERK1/2. The role of
p-JNK as a mediator of apoptosis is well established, whereas
the consequences of induction of p-ERK1/2 by doxorubicin
are less clear. Although p-ERK1/2 is generally coupled with cell
proliferation, a persistent p-ERK1/2 induction may be linked
to apoptosis (45). It has to be noted that MKP-1 down-
modulation is not the sole mechanism of ERK1/2 activation
by doxorubicin. In this regard, the generation of oxygen free
radicals by doxorubicin is involved in ERK1/2 activation (29).
p-p38 increased in four of the six lines tested. It is possible that
in some breast cancer cells, p38 activity is minimally affected by
MKP-1 (18).
We evaluated doxorubicin effects, added ex vivo, on MKP-1 in
50 fresh human breast cancers (30, 31). Doxorubicin induced
a significant decrease in MKP-1 and an increase in p-JNK and
p-ERK1/2. In contrast, p-p38 did not change significantly. This
pattern resembles the one observed in breast cancer cell lines. In
another study, dexamethasone induced MKP-1 and inhibited
p-ERK1/2 and p-JNK. However, p-p38 levels were not signifi-
cantly affected (18). These observations indicate that the corre-
lation between MKP-1 and p-ERK1/2, p-JNK, and p-p38 in
breast cancer is not always straightforward. This variability
may be related to doxorubicin effects on MAPKs other than
via MKP-1 (16), and also because depending on cell type and
context, MKP-1 might dephosphorylate and inactivate any of
the three MAPKs (4, 5). Interestingly, only in the tumors that
down-modulated MKP-1 level there was a significant increase
in p-ERK1/2 and p-JNK. Furthermore, doxorubicin decreased
proliferation rates only in tumors with MKP-1 down-modula-
tion (data not shown). Full data on proliferation will be re-
ported in a separate methods manuscript.9 There was a subset
of tumors with high basal MKP-1 expression in which doxoru-
bicin did not down-regulate, or slightly increased, MKP-1, for as
yet unknown reasons. Of note, in breast cancer cells genetically
expressing high, irrepressible levels of MKP-1, the ability of
doxorubicin to enhance the cytotoxicity of alkylating agents
was lost (15). Regardless of mechanisms, we hypothesized that
lowering the level of MKP-1 might enhance the ability of doxo-
rubicin to increase its cytotoxicity. Supporting this notion, BT-
474 cells pretreated with Ro-31-8220, an agent that reduces
MKP-1 expression, were more sensitive to doxorubicin. This
finding agrees with an enhanced cytotoxicity of doxorubicin
in breast cancer cells with genetic suppression of MKP-1 and
in MKP-1 knockout mouse embryo fibroblasts (15). However,
due to the nonspecific effects of Ro-31-8220, a variety of
mechanisms might explain our result (32).
A role of MKP-1 in chemoresistance has been reported for
cisplatin in lung and ovarian cancer (43, 44, 46). We have
observed an enhancement of cisplatin cytotoxic effects in
human non–small cell lung cancer cells when the activity of
both MKP-1 and nuclear factor-κB was blocked.10 MKP-1 is also
induced in response to radiation and limits its apoptotic effects
(47). Adding to the complexity of the field, other members of
the MKP family are also involved in drug resistance. In this
regard, MKP-3 is overexpressed in breast cancer and mediates
resistance to tamoxifen (48).
To date, there were two reports on MKP-1 expression in hu-
man breast cancer (26, 27). In one study, MKP-1 was overex-
pressed in the early phases of prostate, colon, and bladder
carcinogenesis, with progressive loss of expression with higher
histologic grade and in metastases (26). In contrast, breast car-
cinomas showed significant MKP-1 expression even when poor-
ly differentiated or in late stages of the disease. MKP-1 and







Total series of patients (n = 96) 43 (45)
Menopausal status 0.98
Premenopausal (n = 13) 6 (46)
Postmenopausal (n = 72) 33 (46)
Unknown (n = 11) 4 (36)
Infiltrating tumor type 0.12
Ductal (n = 78) 32 (41)
Lobulillar (n = 18) 11 (61)
Tumor grade 0.55
1 (n = 24) 10 (42)
2 (n = 46) 19 (41)
3 (n = 26) 14 (54)
Estrogen receptor 0.59
Negative (n = 20) 10 (50)
Positive (n = 76) 33 (43)
Progesterone receptor 0.08
Negative (n = 28) 16 (57)
Positive (n = 68) 27 (40)
HER2 0.72
Negative (n = 77) 33 (43)
Positive (n = 19) 10 (53)
Primary tumor size 0.45
T1 (n = 48) 19 (40)
T2 (n = 37) 17 (46)
T3 (n = 7) 5 (71)
T4 (n = 4) 2 (50)
Node stage 0.14
N0 (n = 57) 22 (39)
N1 (n = 18) 10 (56)
N2 (n = 10) 4 (40)
N3 (n = 6) 5 (83)
NX (n = 5) 2 (40)
TNM stage 0.22
I (n = 42) 15 (36)
II (n = 28) 14 (50)
III (n = 20) 12 (60)
Unknown (n = 6) 2 (33) 9 F. Rojo et al., in preparation.
10 Cortes et al., submitted for publication.
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ERK1/2 were coexpressed in most tumors (26). ERK1 enzymatic
activity was elevated despite MKP-1 overexpression. No loss of
5q35-ter (containing the MKP-1 locus) was detected by PCR in
metastases compared with primary tumors and no mutations
were found in the catalytic domain of MKP-1. MKP-1 was over-
expressed in advanced disease stages of breast cancer (26, 27).
Our work supports the notion that overexpression of MKP-1 oc-
curs during the malignant transformation of the breast (26).
Histologically normal breast ductal and lobular epithelial cells
typically exhibited faint and diffuse MKP-1 nuclear staining. In
contrast, in in situ carcinoma, MKP-1 was almost uniformly
overexpressed. In infiltrating carcinoma, MKP-1 overexpression
occurred in ∼50% of the specimens. Notably, in some speci-
mens, there was overexpression of MKP-1 in the in situ carcino-
ma, whereas it was not overexpressed in the infiltrating areas.
This finding agrees with a prior study (26) and is also similar
to the pattern reported for HER2 (49). In infiltrating breast can-
cers, several adverse clinicopathologic features were more
frequent in MKP-1–overexpressing tumors, but there were no
statistically significant associations. We also assessed the inter-
play between MKP-1 and phospho-MAPKs. A significant associ-
ation was found between MKP-1 overexpression and low p-p38
as well as with high p-ERK1/2. Similarly to our findings, high
expression and activity of ERK has been reported in MKP-1–
positive breast cancers, suggesting that ERK might be driving,
at least in part, MKP-1 expression in unperturbed conditions
(10, 26). Decreased activity of JNK1 has been also observed
in breast cancers with MKP activity (27). We did not find statis-
tically significant differences in p-JNK, albeit median Hscores
were numerically lower in tumors overexpressing MKP-1.
Studies on the prognostic role of MKP-1 in human malignan-
cies are as yet limited. In ovarian cancer, MKP-1 overexpression
was associated to a shorter time to disease progression (50). In
contrast, in non–small cell lung cancer, MKP-1 overexpression
was linked to an improved prognosis (51). The possible reasons
to explain this difference include diverse roles of MKP-1 in dif-
ferent malignancies, methodologic issues, or differences inher-
ent to each population study. Here, we report an association
between MKP-1 overexpression and high risk of breast cancer
relapse by univariate and multivariate analysis. Taking all these
considerations into account, it seems that the prognostic role of
MKP-1 should be further assessed in larger series with clearly
defined patient populations.
In summary, overexpression of MKP-1 occurs during the ma-
lignant transformation of the breast and was an independent
adverse prognostic factor. Furthermore, MKP-1 is a regulable
enzyme in human breast cancers. MKP-1 repression by doxoru-
bicin was associated with a significant increase of phospho-
MAPKs, including ERK1/2, JNK, and, in a nonsignificant
manner, p-p38. This finding, in clinical specimens, is consistent
with the biological role of MKP-1 and may underlay, at least
in part, the cytotoxic effects of doxorubicin. Taken together,
we believe that these results justify further studies of MKP-1
as a potential target or marker in breast cancer.
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Abstract The nuclear factor kappa B (NFκB) signalling
pathway regulates the expression of hundreds of genes that
are involved in different cellular processes such as cell pro-
liferation, survival, stress responses, cellular immunity and
inflammation. Its aberrant regulation is involved in several
pathologies, but its relevance in cellular transformation and
cancer development has been extensively studied. Muta-
tions in the core components of NFκB as well as in the cel-
lular machinery that regulates its activation have been
found in many types of tumours. On the other hand, its role
in promoting cell survival is an important obstacle in many
cancer therapies. The development of chemical inhibitors
that block NFκB activation acting either directly on IKKs
or on the proteosome machinery has shown antitumour and
proapoptotic activity both in preclinical and clinical stud-
ies.
Keywords rel · NFκB · IκB · Bortezomib · IKK
The nuclear factor κB (NFκB) signal transduction pathway
is a complex network that regulates a cellular pathway that
controls the expression of hundreds of genes involved in a
myriad of physiological and pathological scenarios. Active
NFκB transcription factors are dimeric and composed of a
combination of members of the rel transcription factor
family. Five different rel family members have been identi-
fied in mammals: relA (p65), relB, c-rel, NFκB1 (p50 and
its precursor p105) and NFκB2 (p52 and its precursor
p100) (Fig. 1). This family can associate in homo- or het-
erodimer combinations by virtue of their rel Homology do-
main (RHD), which contains sequences required for DNA
binding, dimerisation, nuclear localisation and inhibitor
(IκB) binding. These combinations are retained inactive in
the cytoplasm, by binding with the inhibitory family of
proteins IκBs [1]. There are two subfamilies in the NFκB
transcription factors: the NFκB and the rel family. The
NFκBs p105 and p100 are distinguished by the C-terminal
domains, which include an IκB-like inhibitory domain that
contains several copies of the ankyrin repeat (ANK). As a
consequence, these proteins are synthesised as inactive pre-
cursor proteins (p100 and p105) that are processed by a
proteasome-mediated proteolysis to their mature forms,
able to bind DNA, p52 and p50 respectively. The rel sub-
family of proteins (c-rel, relA and relB) are not proteolyti-
cally processed and contain C-terminal transactivation do-
mains that are unrelated to one another.
NFκB and rel homo- or heterodimers can bind to their
target sites on DNA, called κB sites. However the affinity
of individual subunits to one another or to DNA binding
sites can be variable. The regulation of NFκB degradation
involves a family of IκB kinases (IκKs) and the ubiquitin
E3 ligase SCF/bTrCP. 
Canonical and non-canonical NFκB signalling
pathways
Two different signalling pathways are involved in NFκB
activation [2] (Fig. 2). The activation events that modulate
these pathways are mediated by a family of kinases called
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the IκKs (inhibitory kappa kinases). The IκK complex con-
sists of three core subunits, the catalytic subunits IκKα and
IκKβ (also known as IκK1 and IκK2) and several copies of
a regulatory subunit called NFκB essential modifier
(NEMO, also known as IκKγ). The canonical pathway is
induced mainly by IκB kinase β (IκKβ) thorough phospho-
rylation of either the three canonical IκB proteins, mainly
IκBα but also IκBβ and IκBε. This phosphorylation sig-
nals degradation of the protein by the 26S proteosome.
The non-canonical pathway is activated thorough IκKα
and by the NFκB inducing kinase (NIK) and utilises the p52
precursor protein p100. p100 is processed by the 26S proteo-
some. p52/relB heterodimers are activated by the non-canoni-
cal pathway and have higher affinity for distinct κB elements
and might regulate expression of a more specific set of NFκB
genes than those activated by the canonical pathway. 
Activators of the canonical pathway include various in-
flammatory stimuli, including pro-inflammatory cytokines,
tumour necrosis factor α (TNFα) and interleukin 1 (IL-1),
engagement of the T-cell receptor (TCR) and exposure to
bacterial products such as lipopolysaccharides (LPS) [3].
Other activation mechanisms of the canonical pathway are
also genotoxic stimuli such as ionising radiation or some
therapeutic drugs that induce DNA damage.
The non-canonical pathway is activated by stimuli such
as the CD40 and lymphotoxin-β-receptors, B-cell-activat-
ing factor of the TNF family (BAFF), LPS and latent-mem-
brane protein (LMP-1) or Epstein-Barr virus [2, 4].
The canonical pathway has been involved in develop-
ment, immunity and cancer development. On the other
hand, the non-canonical pathway regulates survival of pre-
mature B-lymphocytes and development of peripheral lym-
phoid tissues. Different pathogens, growth factors, cy-
tokines and carcinogens that induce activation of the
canonical pathway (p50/relA) have been involved in cancer
progression.
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Fig. 1 The mammalian members of the NFκB family. a The NFκB family. In mammalian cells there are three NFκB mem-
bers. The rel family: c-rel, p65/relA and relB. The NFKB2 family p105 and p100 give rise to the mature forms p50 and p52
respectively. b The IκB family. The inhibitor κB family consists of IκBα, IκBβ and IκBε. Like p105 and p100, the IκB pro-
teins contain ANK motifs in their C termini
Genetic alterations of the NFκB signalling pathway
in cancer
Different modifications in the sequence, due to mutations,
gene deletions or genetic rearrangements have been found
in different members of this signalling pathway in different
tumours. We will summarise here the more relevant ones.
Rel gene alterations
The human REL gene is the most frequently altered among
the NFκB signalling pathway. The genetic alterations are
amplifications, deletions, point mutations and occur more
frequently in B cells [5]. Rel gene amplifications are relat-
ed mainly to Hodgkin’s lymphoma (HL) and non-Hodg-
kin’s B-cell lymphomas [6]. The amplification includes
REL and several other genes, but REL is the only gene that
overlaps in these lymphoma-associated amplifications [6].
The mechanism by which c-rel induces oncogenesis is a
consequence of the increasing gene copy number that satu-
rates and overcomes the IκB inhibitory system. Different
experimental evidence suggests that overexpression of rel
leads to enhanced mature B-cell proliferation and survival.
Indeed, rel target genes have been found to be overex-
pressed in mono-diffuse large-B-cell lymphomas. Further-
more, rel mRNA expression has been associated with poor
prognosis in splenic marginal B-cell lymphomas. Accord-
ingly, inhibition of rel expression by SiRNA or chemical
inhibitors has been shown to block large B-cell lymphoma
growth.
REL gene rearrangements or deletions have been de-
tected very rarely in human lymphomas and include REL
gene translocated to a position near the light chain en-
hancer, a truncated REL gene near the C-terminus and inte-
gration of Epstein-Barr virus near to REL, which resulted
in increased REL expression [7]. Point mutations, (ser/pro)
located into the transactivation domain of rel (ser525) have
been recently detected in two human B-cell lymphomas. In
all cases increased levels of REL-activated genes are found
in the tumours.
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Fig. 2 NFκB signalling pathways. The canonical pathway is modulated mainly by IκB through phosphorylation of IκBα that signals degradation
of the protein by the 26S proteosome. The IκK complex consists of three core subunits, the catalytic subunits IκKα and IκKβ and the regulatory
subunit IκKγ. The non-canonical pathway is activated through IκKα and by NIK, which phosphorylates p100 and is processed by the 26S pro-
teosome. Red highlights inhibitors of the kinases and the proteasome
NFκB2 gene alterations
Alterations in the NFκB2 locus have been found in 2% of
human B- and T-cell leukaemias and lymphomas [8].
These changes included structural alterations in sequences
of the ANK repeats that are removed, but the p52 sequence
remains unaltered. These truncated p100 proteins (p52) are
often overexpressed, whereas the p100 encoding allele is
often deleted or not expressed. These truncated p100 pro-
teins have been shown to be weakly oncogenic in mouse fi-
broblast.
Alterations in genes encoding IκB
Inactivating mutations in the IκB gene have been found in
HL. Mutations have been found in Hodgkin Reed-Stern-
berg (HRS) cells and retroviral insertions have been found
in mouse lymphomas. These mutations increase IκB
turnover and consequently no IκB proteins are detected. As
a consequence there is a constitutive NFκB signalling and
several NFκB target genes are overexpressed, including
those encoding anti-apoptotic and growth factor promoting
proteins [9].
Increased expression of BCL3
BCL3 encodes an IκB-like protein that serves as a co-acti-
vator for p50 and p52 homodimers. Some patients with B-
cell CLL have a chromosomal translocation in which BCL3
gene becomes positioned 3´ to the switch region or the im-
munoglobulin heavy chain gene. Such overexpression of
BCL3 is expected to result in increased transcription of
genes normally regulated by p52 or p50 homodimers [10].
Constitutive activation of NFκB
Numerous studies of the literature have described, either in
cell lines or in tumour samples, a constitutive activation of
the NFκB pathway, and this has been related either to tu-
morigenesis or therapy resistance. This is the case for hu-
man lymphomas, as described above, and also for carcino-
mas of head and neck, oesophagus, pancreas, prostate,
lung, colon and cervix. Besides modifications on the mem-
bers of the NFκB sequence itself, modifications of the up-
stream molecules that regulate activation plays an impor-
tant role in tumorigenesis. Overexpression of different
tyrosine kinase receptors, such as epidermal growth factor
(EGF), Her2/neu, hepatocyte growth factor (HGF) and oth-
ers such as IL1 results in activation of the NFκB pathway
[11]. The participation of these growth factor receptors
varies among different tumours. Involvement of EGFr and
Her2/neu signalling has been demonstrated in activation of
NFkB in breast cancer where is mediated by activation of
PI3-kinase and IKK. In head and neck cancer, activation of
EGFr, IL1, PI3Kinase, akt and IKK mediate activation of
NFκB. For prostate carcinomas, activation of HGF, PI3K
and IKK mediate NFκB signalling. Likewise, activation of
IKK and CK2 is observed in colon carcinoma. 
On the other hand, many genes involved in cell prolif-
eration, tumorigenesis, cell migration and survival are acti-
vated by NFκB. Targets of NFκB are genes such as cyclin
D1, BclXl, inhibitors of caspases (IAPs), GRO1, IL8, Bax,
Bcl2 and VEGF. In short, genes whose expression is acti-
vated by NFκB contribute to the transformed phenotype in
human tumours by controlling both proliferation and sur-
vival [12–14]. Furthermore, as some chemotherapeutic
agents also induce an activation of NFκB, the outcome of
different therapies would be influenced by both the basal
NFκB activation on each tumour and that resultant from
the elected therapy.
Inhibition of NFκB in cancer treatment
Different strategies have been implemented in order to in-
hibit basal NFκB activation, because of the relevance of
this process in cancer and other human pathologies, such
as those related with inflammation.
Proteosome inhibitors
Proteosome regulates the degradation of IκB and hence
inhibits NFκB, as well as degradation of other cellular pro-
teins. The proteasome inhibitor bortezomib has been shown
to have clinical activity and has been approved for the treat-
ment of multiple myeloma [15]. Multiple myeloma cells are
very sensitive to NFκB inhibition and bortezomib has
NFκB-dependent and -independent activity on these cells.
A limited activity of this drug as a single therapy has been
described in solid tumours such as metastatic melanoma,
colon, breast, prostate and renal cell carcinomas, as well as
for refractory cutaneous T-cell lymphoma [16–21].
Evidence has also been obtained of clinical activity with
different combinations of bortezomib and other agents.
Phase I trials have been conducted with bortezomib in com-
bination with carboplatin in patients with platinum- and tax-
ane-resistant ovarian cancer [22], and also for non-small-
cell lung cancer in combination either with pemetrexed [23]
or gemcitabine and carboplatin [24]. Results of these stud-
ies have been used to design phase II trials. The efficiency
of bortezomib in combination with targeted therapies in sol-
id malignancies is being studied in phase II trials.
IKK inhibitors
Preclinical evidence, using knock-out models, indicates
that inhibition of IKKβ and p65 sensitises cells to apopto-
sis in response to different therapies. Two antagonists of
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IKKβ that efficiently inhibit IκB degradation have been ex-
tensively studied at the preclinical level. BMS-345541
(Bristol Myers, Princeton, NJ) has show apoptotic and anti-
tumour activity in melanoma xenograft models [25]. PS-
1145 or ML120b (Millennium Pharmaceuticals) has shown
activity in multiple myeloma cells, chronic myelogenous
leukaemia, diffuse large B-cell lymphoma and prostate car-
cinoma cells [26–28]. The range of activity of these com-
pounds is at a micromolar level but no clinical studies have
been carried out with these inhibitors.
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Inhibition of the Canonical IKK/NFκB Pathway Sensitizes Human 
Cancer Cells to Doxorubicin
ABSTRACT
The NFκB family is composed by five subunits (p65/RelA, c‑Rel, RelB, p105‑p50/
NFκB1, p100‑p52/NFκB2) and controls the expression of many genes that participate 
in cell cycle, apoptosis, and other key cellular processes. In a canonical pathway, NFκB 
activation depends on the IKK complex activity, which is formed by three subunits (IKKa 
and IKKb and IKKg/NEMO). There is an alternative NFκB activation pathway that does 
not require IKKb or IKKg/NEMO, in which RelB is a major player. We report in a panel 
of human breast cancer cells that the IKK/NFκB system is generally overexpressed in 
breast cancer cells and there is heterogeneity in expression levels of individual members 
between different cell lines. Doxorubicin, an anticancer agent used in patients with 
breast cancer, activated NFκB and appeared to be less effective in cells expressing 
predominantly members of the canonical IKK/NFκB. Two NFκB inhibitors, bortezomib 
and NEMO‑Binding Domain Inhibitory Peptide, prevented doxorubicin‑induced NFκB 
activation and increased doxorubicin antitumor effects in BT‑474 cells. Transient 
down‑regulation of members of the canonical pathway (p65, p52, c‑Rel and IKKg/
NEMO) by siRNA in HeLa cells increased doxorubicin cytotoxicity. In contrast, silencing 
of RelB, a key subunit of the alternative pathway, had no evident effects on doxorubicin 
cytotoxicity. To conclude, NFκB inhibition sensitized cells to doxorubicin, implying 
directly p65, p52, c‑Rel and IKKg/NEMO subunits in chemoresistance, but not RelB. 
These findings suggest that selective inhibition of the canonical NFκB pathway is sufficient 
to improve doxorubicin antitumor effects.
INTRODuCTION
The	nuclear	 factor-κB	 (NFκB)	pathway	 controls	 the	 expression	of	many	 genes	 that	
participate	 in	 cell	 cycle,	 immune	 responses,	 angiogenesis,	 cell	 adhesion	 and	 apoptosis,	
relating	it	to	the	control	of	a	wide	variety	of	pathological	conditions.1,2	The	NFκB	family	
is	composed	of	five	subunits;	three	of	them	containing	a	transactivation	domain—p65/
RelA,	 c-Rel	 and	 RelB—and	 two	 others	 without	 it—p105-p50/NFκB1	 and	 p100-p52/
NFκB2.	There	 are	 two	 known	 NFκB	 activation	 pathways.	 A	 first	 pathway	 is	 termed	
classical	 or	 canonical,	 where	 NFκB	 activation	 depends	 on	 the	 IKK	 complex	 activity	
and	 IκB	 degradation.	 In	 resting	 cells	 NFκB	 proteins	 form	 cytoplasmic	 dimers	 associ-




and	 IKKb	 and	 IKKg/NEMO.	 After	 activation,	 IKKb	 phosphorylates	 inhibitory	 IκBs	
triggering	 their	 ubiquitination	 and	 subsequent	 proteasomal	 degradation.	 This	 releases	
NFκB	dimers—commonly	p65-p50	but	also	others	 involving	p52,	and	allows	 them	to	
translocate	 to	 the	nucleus,	where	 they	activate	 the	 transcription	of	 their	 target	genes.3,4	











Preclinical	 and	 clinical	 data	 support	 a	 role	 for	 NFκB	 in	 the	
development	 and	 progression	 of	 human	 malignancies.5	 There	 is	
also	 increasing	 evidence	 that	 NFκB	 plays	 a	 role	 in	 chemoresist-
ance.6	Preclinical	studies	have	shown	that	several	chemotherapeutic	
agents	 activate	 the	 NFκB	 pathway.7,8	 The	 resulting	 expression	 of	
anti-apoptotic	 proteins	 regulated	 by	 NFκB	 limits	 then	 the	 anti-
tumor	 activity	 of	 cancer	 therapies.9	We	 focused	 the	 present	 work	
in	 studying	 the	role	of	NFκB	in	doxorubicin	resistance	 for	various	
reasons.	 First,	 doxorubicin	 is	 a	 chemotherapeutic	 agent	 from	 the	
anthracyclines	group	which	is	widely	used	for	breast	cancer	treatment	
as	well	as	in	other	malignancies.	Anthracyclines	are	topoisomerase	II	
inhibitors	 and	 produce	 DNA	 damage,	 that	 is	 a	 critical	 signal	 for	
NFκB	activation.10,11	Furthermore,	NFκB	inhibition	may	enhance	







treatment	 and	particularly	 for	 reverting	 chemoresistance	 justify	 the	




expression	 of	members	 of	 the	 canonical	 pathway	 and	 doxorubicin	




Cell lines and cultures.	 Six	 human	 breast	 cancer	 cell	 lines	
(MDA-MB-231,	 MDA-MB-453,	 MDA-MB-468,	 SK-BR-3,	






insulin	 (0.01mg/ml)	 was	 added.	 Line	 MCF-10A	 was	 cultured	 in	
MEMB	Basal	Medium	(Clonetics,	cat.	No.	CC-3151)	supplemented	
with	MEGM	Singlequots	(Clonetics,	cat.	No.	CC-4136):	2ml	BPE,	
500ng/ml	 hydrocortisone,	 10ng/ml	 hEGF	 and	 5mg/ml	 insulin.	
The	 rest	 of	 culture	medium	 and	 supplements	were	 obtained	 from	
Gibco-BRL.
Recombinant	 human	TNFa	 was	 purchased	 from	 Calbiochem.	
Bortezomib	 was	 kindly	 provided	 by	 Millennium	 Pharmaceuticals	
(Cambridge,	MA,	USA);	 10mM	 aliquots	 of	 drug	 in	DMSO	were	
stored	at	-20°C,	thawed,	and	diluted	just	before	use.	NEMO-Binding	
Domain	 Inhibitory	 Peptide	 was	 purchased	 from	Calbiochem	 (cat.	
No	480025).	Doxorubicin	(D1515)	and	all	chemicals	not	otherwise	
specified	below	were	purchased	from	Sigma.
MTS viability assay.	The	 effects	 of	 doxorubicin	 on	 the	 prolif-
eration	 and	 viability	 of	 breast	 cancer	 cells	 were	 studied	 using	 the	
colorimetric	 method	 provided	 by	 the	MTS-CellTiter	 96	 Aqueous	
Non-Radiactive	Cell	Proliferation	Assay	Kit	 (Promega).	MTS	assay	
is	 a	modification	 from	MTT	assay	 and	depends	 on	 two	 solutions:	
a	 tetrazolium	 compound	 (MTS)	 and	 an	 electron	 coupling	 reagent	
(phenazine	 methosulfate;	 PMS).	 MTS	 is	 bioreduced	 by	 cells	 into	
a	formazan	product.	The	conversion	of	MTS	into	aqueous,	soluble	
formazan	is	accomplished	by	dehydrogenase	enzymes	found	in	cells	








the	 cells	 were	 further	 incubated	 for	 2–4h.	The	 amount	 of	 soluble	
formazan	produced,	by	cellular	reduction	of	the	MTS,	was	measured	
by	 the	 absorbance	 on	 a	 microplate	 spectrophotometer	 (Molecular	
Dynamics)	 at	 490	 nm	 (test	 wavelength)	 and	 690	 nm	 (reference	
wavelength).	 The	 percentage	 of	 surviving	 cells	 was	 estimated	 by	




Western blot.	 For	 cytoplasmic	 western	 blot	 assays,	 cells	 were	
cultured	in	6	well	plates	and	lysed	in	ice-cold	Nonidet	P-40	buffer	
[1%NP40,	50	mM	Tris-HCl	(pH	7.4),	150	mM	NaCl,	EDTA	5	mM	
containing	 5	mM	NaF,	 2	mM	Na3VO4,	 1	mM	PMSF,	Leupeptin	
5	mg/ml	and	Aprotinin	5	mg/ml].	After	incubating	for	30	min	at	4°C,	
the	 samples	were	 centrifuged,	 and	 the	 supernatant	was	kept	 as	 the	
NP-40-soluble	fraction.
Nuclear	 cell	 extracts	 were	 obtained	 essentially	 as	 described	
in	 ref.	 13.	 Samples	 (10	 mg/lane)	 were	 subjected	 to	 SDS-PAGE	
and	 transferred	 to	 nylon	 membranes	 (BioRad).	 Western	 blotting	
was	 carried	 out	 according	 to	 a	 standard	 procedure	 using	 horse-
radish	 peroxidase-conjugated	 secondary	 antibodies	 (Amersham).	
Target	 proteins	 were	 visualized	 after	 enhanced	 chemiluminescence	
treatment	 of	 membranes	 and	 subsequent	 exposure	 to	 X-ray	 film	
(Amersham).	The	following	primary	antibodies	were	used:	p65-NLS	
(MAB3026,	 Chemicon	 International,	 Inc.);	 p65	 (C-20,	 SC-372),	
p50	(H-119,	SC-7178),	p52	(K-27,	SC-298),	c-Rel	 (SC-71),	RelB	
(C-19,	 SC-226),	 IKKg	 (B-3,	 SC-8032),	 IκB-b	 (C-20,	 SC-945),	
IκB-e	 (M-121,	 SC-7156)	 and	 Nucleoline	 (MS-3,	 SC-8031)	 were	
obtained	from	Santa	Cruz	Biotechnology.	Antibodies	to	P-NFκBp65	
Ser536	 (1673031S),	 IKKa	 (2682),	 IKKb	 (2684), IKK	 g	 (2685),	
IκB-a	 (9242) are from Cell Signalling Technology; Monoclonal	 	 	 	 	 	 	
Anti-Beta-Actin	 (A-5316)	 and	 Monoclonal	 Anti-Alpha-Tubulin	
(T-5238)	 from	 Sigma,	 and	 anti-IKK	 gamma	 (residues	 2-13)	 from	
Abcam	Limited,	Novus-Biologicals.
Electrophoretic mobility shift assay (EMSA).	 Nuclear	 extracts	
were	obtained	as	for	Western	blotting	described	above.	EMSAs	were	
carried	 out	with	 a	 32P-labeled	NFκB	and	Oct1	probe	using	 a	Gel	
Shift	Assay	Core	System	kit	 (Promega),	 according	 to	 the	manufac-
turer’s	 instructions.14	After	 electrophoresis,	 gels	were	 fixed	 in	 10%	
acetic	acid-30%	ethanol	buffer	during	15	min,	and	then	dried	under	
vacuum	and	exposed	to	X-ray	 film	for	 three	days.	 In	some	cases,	a	
competition	assay	to	determine	sequence-specificity	of	protein-DNA	
interactions	 was	 performed	 by	 using	 25-fold	 excess	 of	 unlabeled	





Immunofluorescence (IF).	 Briefly, cells were	 	 	
seeded	in	35-mm	tissue	culture	plates	on	sterile	glass	
coverslips.	 After	 appropriate	 treatments,	 cells	 were	
washed	with	PBS	and	fixed	with	a	mixture	of	meth-
anol	 and	 acetone	 for	 1	 h.	 After	 blocking	with	 1%	
(w/v)	bovine	serum	albumin	in	PBS	for	30	minutes	
at	 37°C,	 cells	were	 incubated	with	 anti-NFκB	p65	
antibody	 (1:200	 dilution)	 for	 one	 hour	 at	 room	
temperature.	Then,	 slides	were	washed	with	TBS-T	
and	 incubated	 with	 the	 secondary	 antibody	 Alexa	
546-coupled	 goat	 anti-rabbit	 IgG	 (1:1000	 dilu-
tion	 in	 PBS	 plus	 1%	 bovine	 serum	 albumin)	 for	
an	 additional	 hour	 (Invitrogen).	 The	 slides	 were	
further	 washed	 with	 TBS-T	 and	 then	 mounted	
using	 Mowiol	 coverslip	 solution	 (Mowiol	 4.88,	
Calbiochem).	For	co-localization	experiments	on	the	
same	 cells,	 double	 immunofluorescence	 techniques	
were	 used. Control and treated cells were fixed,	 	 	 	 	 	 	
permeabilized,	and	incubated	with	a	mixture	of	both	
anti-p50	rabbit	(1:100	dilution)	and	anti-p65	mouse	
(1:200	 dilution)	 antibodies.	 Secondary	 detection	
antibodies	were	Alexa	 488-coupled	 goat	 anti-rabbit	







siRNA and transient cell transfection.	The	TranSilentTM	Human	
NFκBp65	 shRNA	Vector	 (Panomics,	Ref.	 SR1005)	was	purchased	
for	p65.	To	 generate	 knockdown	vectors	 for	 the	different	 subunits	








2000	 Transfection	 Reagent	 (Invitrogen),	 according	 to	 the	 manu-




version	 11.0	 (SPSS,	 Inc,	Chicago,	 IL).	To	 analyze	 correlations	 the	
unpaired	 t	 test	 was	 used	 to	 determine	 the	 statistical	 differences.	
Statistical	 tests	 were	 conducted	 at	 the	 two-sided	 0.05	 level	 of	
significance.
ReSulTS
Cytotoxicity of doxorubicin in breast cancer cells and IKK/
NFκB expression.	Doxorubicin	effects	on	cell	viability	were	tested	in	
a	panel	of	six	breast	cancer	cell	lines	(MDA-MB-231,	MDA-MB-453,	
MDA-MB-468,	 SK-BR-3,	 BT-474	 and	 MCF-7)	 by	 MTS	 assay	
(Fig.	1).	MDA-MB-231,	MDA-MB-453,	MDA-MB-468,	SK-BR-3	
cells	 showed	an	 IC50	at	48	h	 lower	 than	15	mM,	and	BT-474	and	
MCF-7	cell	 lines	had	an	IC50	~40–50	mM.	Based	on	these	 results,	




We	 then	 assayed	 by	Western	 blot	 the	 expression	 of	 individual	
members	 of	 the	 IKK/NFκB	 system	 in	 our	 chosen	 panel	 of	 cell	
lines	 (Fig.	 2).	 Specifically,	 we	 assayed	NFκB	 subunits	 (p65/Rel-A,	
p50-105/NFκB1,	 p52-100/NFκB2,	 c-Rel,	 RelB)	 (Fig.	 2A),	 IKK	
complex	isoforms	(IKKa,	IKKb	and	IKKg/NEMO)	(Fig.	2B),	and	
NFκB	inhibitory	proteins	(IκB-a,	IκB-b,	IκB-e)	(Fig.	2C).	We	also	
used	 a	 p65	 antibody	 that	 recognizes	 the	 NLS	 of	 p65.	Therefore,	
the	 antibody	 selectively	 binds	 to	 the	 presumably	 activated	 form	
of	 NFκB	 (here	 named	 as	 p65-NLS).	 IKK/NFκB	 proteins	 were	
generally	 overexpressed	 in	malignant	 cell	 lines	 in	 comparison	with	
the	 non-malignant	 cell	 line.	 All	 tumor	 cell	 lines	 had	 similar	 levels	
of	p65.	For	other	subunits,	there	were	marked	differences	in	protein	
expression	 levels	 between	 different	 cell	 lines.	 There	 was	 higher	
expression	of	activated	p65-NLS	in	BT-474	cells	in	comparison	with	












the	 N-terminal	 region	 of	 the	 protein	 (data	 not	 shown),	 further	
Figure 1. Doxorubicin effects on breast cancer cells. Cell viability MTS assay to test the effects 
of doxorubicin on six breast cancer cell lines (MDA‑MB‑231, MDA‑MB‑453, MDA‑MB‑468, 




indicating	 that	 the	 37	 kDa	 band	 represents	 an	 IKKg/NEMO	
fragment	 with	 a	 truncated	 N-terminus	 rather	 than	 C-terminus.	
Nevertheless,	 both	 Northern	 blot	 and	 RT-PCR	 assays	 (data	 not	
shown)	detected	only	one	mRNA	size	for	IKKg/NEMO,	suggesting	





These	results	 show	heterogeneity	 in	the	expression	of	 individual	
members	of	the	IKK/NFκB	pathways.	A	lower	expression	of	members	
of	 the	alternative	NFκB	pathway,	p100	and	RelB,	was	observed	 in	
two	 cell	 lines,	BT-474	 and	MCF-7.	Globally,	 it	 appeared	 that	 cell	
lines	 with	 a	 predominant	 expression	 of	members	 of	 the	 canonical	
pathway,	such	as	BT-474	and	MCF-7,	were	less	sensitive	to	doxoru-
bicin.	However,	this	correlation	could	be	merely	coincidental.
Inhibition of NFκB by bortezomib and NBD inhibitory peptide 
enhanced doxorubicin sensivity in BT‑474 Cells.	The	 next	 set	 of	
experiments	was	 focused	 in	studying	a	possible	NFκB	involvement	
in	the	resistance	to	doxorubicin.	For	these	experiments,	BT-474	cells	
were	chosen	because	were	 relatively	 resistant	 to	doxorubicin	 in	our	
panel,	 had	 a	 predominant	 expression	 of	members	 of	 the	 canonical	
pathway	and	also	 showed	a	greater	 expression	of	NLSp65	 subunit.	
In	a	 first	 step,	NFκB-DNA	binding	activity	 following	doxorubicin	





with	untreated	 cells	 (Fig.	 3A).	 Specificity	was	 verified	by	 competi-
tion	with	 a	25-fold	 excess	of	unlabeled	NFκB-probe.	As	 shown	 in	
Figure	3A,	the	 indicated	NFκB-DNA complexes were substantially	 	 	 	
removed	by	adding	an	excess	of	cold	NFκB probe (specific probe).	 	 	 	
Similar	levels	of	the	control	oligonucleotide	
for	Oct1	 binding	 in	 the	 different	 samples	
confirm	 that	 the	 observed	 differences	 in	
NFκB activity are not due to differences in	 	 	 	 	 	 	 	
the	integrity	of	nuclear	extract	used	in	this	
experiment.	Additionally,	EMSA	supershift	
assay,	 with	 specific	 NFκB	 subunits	 anti-
bodies,	 showed	 that	 doxorubicin-induced	
NFκB	 contains	 at	 least	 the	 p50	 and	 p65	
subunits;	two	specific	bands	could	be	iden-
tified:	 the	 lower	 band	 as	 the	 p50/p50	
homodimer	and	the	upper	band	as	the	p50/
p65	 heterodimer	 (Fig.	 3B).	 Experiments	
of	 p65	 and	 p50	 co-localization were also	 	 	
performed	 by	 IF. The p65-p50 complexes	 	 	 	
(identified	 as	 yellow	merged	 signals)	 were	
detected	in	most	of	TNFa	or	doxorubicin	
treated	cells	(Fig.	3C).
We	 then	 studied	 whether	 blocking	
NFκB	 activation	 could	 improve	 doxoru-
bicin	 effects	 on	 cytotoxicity.	 To	 perform	
these	 studies	we	used	 two	different	NFκB	
inhibitors	 that	 act	 at	 different	 levels	 on	
the	 NFκB	 pathway:	 BTZ,	 a	 proteasome	
inhibitor16-18	 that	 prevents	 IκB-a	 degra-
dation,	 and	 therefore	 keeps	NFκB	dimers	 at	 the	 cytoplasm;	 and	 a	
NEMO-binding	domain-(NBD)	inhibitory	peptide,	which	consists	
on	 an	 amino-terminal	a-helical	 region	of	 IKKg/NEMO	associated	
with	a	carboxy-terminal	segment	of	IKKa	and	IKKb,	that	it	blocks	
the	 IKK	 complex	 formation.19,20	Molecular	 effects	 of	 both	NFκB	
inhibitors	 were	 assayed	 by	 Western	 blot.	 For	 these	 experiments,	
NFκB	 activation	was	 assayed	 using	 an	 antibody	 specific	 for	 phos-
phorylated	 p65	 (P-p65).	 p65	 is	 phosphorylated	 in	 Ser536	 in	 the	
C-terminal	transactivation	domain	during	the	phosphorylation	and	
degradation	 of	 IκBs.	Doxorubicin	 treatment	 resulted	 in	 both	 p65	
phosphorylation	and	IκB-a	degradation	(Fig.	4A).	Cells	were	treated	
with	1	mM	BTZ	or	with	10	mM	NBD-inhibitory	peptide	for	90	min,	
and	 then	 exposed	 to	 15	mM	doxorubicin	 or	 10	 ng/ml	TNFa	 for	
4	h.	Pre-incubation	with	BTZ	(Fig.	4B)	or	NBD-inhibitory	peptide	
(Fig.	4C)	prevented	doxorubicin	induced	p65	phosphorylation.
Cotreatment	 of	 BT-474	 cells	 with	 doxorubicin	 and	with	NBD	
or	BTZ	 reduced	 cell	 viability	 to	 a	 greater	 extent	 than	doxorubicin	
alone,	 NBD	 alone	 or	 BTZ	 alone.	 NFκB	 implication	 in	 cellular	
doxorubicin	 resistance	was	 shown	when	BT-474	 cells	 were	 treated	
with	 doxorubicin	 combined	 or	 not	 with	 NFκB	 inhibitors	 for	 48	
h	 and	 revealed	 in	 a	MTS	 assay	 (Fig.	 4D).	The	 combination	 with	
BTZ	 or	 NBD-inhibitory	 peptide	 enhanced	 by	 30%	 and	 40%,	
respectively,	 doxorubicin	 cytotoxicity.	 Notably,	 NBD-inhibitory	
peptide	plus	doxorubicin	resulted	 in	greater	effects	on	cell	viability	
than	 bortezomib	 plus	 doxorubicin.	 The	 observations	 that	
NBD-inhibitory	peptide	had	only	slight	effects	on	cell	viability	when	
used	alone,	while	it	markedly	enhanced	the	effects	on	doxorubicin,	
supported	 a	 role	 of	 NEMO	 in	 mediating	 doxorubicin	 resistance	
under	our	assayed	conditions.
Silencing p65, p52, c‑Rel and IKKg/NEMO but not RelB by 
siRNA potentiated doxorubicin cytotoxicity. The	 results	 obtained	
in	BT-474	 cells,	 including	 the	 relative	 resistance	 to	doxorubicin	 in	
a	 context	 of	 predominant	 expression	 of	members	 of	 the	 canonical	
Figure 2. Characterization of the NFκB pathway proteins expression in breast cancer cell lines. (A) The 
NFκB subunits. An anti‑activated p65 (NLS specific) antibody was also used. Western Blot of p50 shows 
a 50 kDa band and a 105 kDa precursor band. Western blot of p52 shows a 52 kDa band and a 
100  kDa precursor band. In both cases additional bands are also seen. (B) The three IKK isoforms 
and (C) the IκB proteins. Total extracts were obtained from six breast cancer cell lines under basal 
conditions. The epithelial MCF‑10A cell line was used as control.
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pathway	 and	 the	 chemosensitization	 obtained	 by	 NBD-inhibitory	
peptide	 (which	 should	 affect	 only	 the	 activation	 of	 the	 canonical	






achieved	 in	BT-474	 cells	 (data	 not	 shown).	HeLa	 cells	 are	 derived	





Western	blot	 in	HeLa	nuclear	 extracts	 treated	with	doxorubicin	or	
TNFa	(positive	control)	(Fig.	5B).	All	subunits	were	detected	in	the	




and	 lysed	 at	 different	 times	 to	 find	 out	 the	 best	 combination.	 A	
decrease	of	protein	 levels	of	 the	corresponding	NFκB	subunits	was	
observed	 after	 three	 days	 of	 transfection	 with	 6	 mg	 of	 the	 corre-
sponding	siRNA	vector	(Fig.	6A).
We	 next	 performed	 viability	 assays,	 in	 which	 cells	 were	 trans-
fected	with	 the	 respective	 siRNA,	kept	 resting	 and	 three	days	 later	
treated	 with	 doxorubicin	 for	 24	 h.	 siRNA	 transfected	 cells	 did	
not	 exhibit	 evident	 effects	 on	 cell	 viability	 versus	 empty	 vector	
transfected	cells.	Transient	silencing	of	p65,	p52,	c-Rel	or	IKKg/NEMO	
enhanced	 approximately	 by	 30%	 the	 cytotoxicity	 of	 doxorubicin	
(%	cell	 viability:	 control	p65	84.2%	±	6.6%,	p65	51.5%	±	3.1%;	
control	 pSUPER	 85.9%	 ±	 3.5%,	 p52	 51.4%	 ±	 1.6%,	 c-Rel	





In	 the	 present	 work	 we	 observed	 diversity	 in	 the	 expression	 of	
individual	 members	 of	 the	 IKK/NFκB	 pathway	 among	 different	
human	breast	cancer	cell	lines.	A	possible	link	between	predominant	
expression	 of	members	 of	 the	 canonical	 pathway	 and	 doxorubicin	
resistance	was	suggested	from	these	studies.	Furthermore,	inhibition	
of	 the	 canonical	NFκB	pathway	was	 sufficient	 to	 increase	doxoru-
bicin	 cytotoxicity	 in	 two	 different	 human	 tumor	 cell	 types	 (breast	
and	cervix	carcinomas)	as	assayed	by	a	pharmacological	and	a	genetic	
approach.
NFκB	activation	 is	 a	 frequent	event	mediated	by	many	chemo-
therapeutic	 agents,21	 which	 commonly	 implies	 the	 induction	 of	 a	
strong	 anti-apoptotic	 response	 that	 limits	 the	 efficacy	 of	 the	 treat-
ment.1	The	same	mechanism	of	resistance	can	occur	with	hormonal	
treatments	 and	 with	 radiation	 therapy.8,22	 We	 aimed	 our	 studies	
to	 gain	 further	 insight	 in	 the	 relationship	 between	 IKK/NFκB	
expression/activation	 and	 the	 cytotoxicity	 of	 doxorubicin	 in	 two	
human	cancer	types	where	this	agent	is	employed	in	clinical	settings.	
Figure 3. Doxorubicin NFκB‑DNA binding activity induction in BT‑474 breast cancer cells. (A) EMSA assay of nuclear protein extracts from BT‑474 cells 
treated with 15 mM doxorubicin or 10 ng/ml TNFa at selected times. Radiolabeled oligonucleotides probes containing NFκB (upper panel) or Oct1 (lower 
panel) DNA binding motifs were used. After treatments, a substantially enhanced NFκB binding complex was observed in the nuclear extract of cells. The 
specificity of the NFκB‑DNA complex was ascertained by competition study. (B) The position of NFκB‑DNA complexes containing p50/p65 or p50/p50      
dimers (as determined by EMSA supershift assays) are indicated. (C) After treatment, cells were stained by double antibody immunofluorescence. Nuclei            
of cells are stained with DAPI. The p65‑p50 complexes (identified by yellow merged signals) were detected in nuclei in most of TNFa treated cells. Similar 
findings were observed for doxorubicin‑treated cells.
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It	 is	 well	 known	 that	 anthracyclines,	 such	 as	 doxorubicin,	 target	
DNA	topoisomerase	II	resulting	in	DNA	damage,	a	critical	signal	to	
switch	on	NFκB.10	Moreover,	 it	has	been	previously	 reported	 that	
in	response	to	double	strand	DNA	breaks	IKKg/NEMO	is	retained	
in	the	nucleus,	where	it	is	modified	by	SUMO	and	phosphorylated	
by	 the	 ATM	 kinase,23	 then	 it	 translocates	 to	 the	 cytoplasm	 and	




tumour	 cells	 to	 anthracyclines	 therapy26	 and	 more	 specifically	 to	
doxorubicin	treatment.7,27-29	From	a	clinical	perspective,	we	recently	
showed	that	activation	of	NFκB,	determined	by	NFκB/p65	nuclear	
immunostaining	 in	 tumor	 cells,	 significantly	 correlated	with	 resist-
ance	to	anthracycline-based	chemotherapy	in	breast	cancer	patients.12	
Furthermore,	 the	 number	 of	 patients	 with	 NFκB/p65	 activation	
increased	 after	 chemotherapy	 exposure.	That	 study	 revealed	 a	 link	
between	 activation	 of	 the	 canonical	 pathway	 (using	 nuclear	 p65	










the	 IKK/NFκB	pathways;	 the	 five	NFκB	members,	 the	 three	 IKK	
isoforms,	and	 three	of	 the	 inhibitory	 IκBs.	Many	of	 these	proteins	
were	overexpressed	in	breast	cancer	cell	 lines	compared	to	the	non-
malignant	breast	epithelial	cell	line	MCF-10A.	In	addition,	there	was	





agents.31	Although this part of the work was merely descriptive, it	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
raised	several	observations	of	potential	importance	for	future	studies.	
First,	 the	 molecular	 mechanisms	 underlying	 the	 overexpression	 or	
the	 downmodulation	 (even	 to	 undetected	 levels)	 of	 key	 proteins	
of	 this	 system	 are	 largely	 unknown.	 In	 particular,	 a	 shorter	 form	
for	 IKKg/NEMO	 (~37	KDa)	 was	 detected	 in	 some	 lines	 by	 both	
an	 anti-full	 length	 IKKg/NEMO	antibody	 and	 an	 anti	C-terminal	
antibody,	while	another	antibody	against	the	N-terminal	extreme	did	
not	detected	it.	On	the	other	hand,	both	Northern	Blot	and	RT-PCR	
assays	 revealed	 a	 single	mRNA	 size	 for	 IKKg/NEMO.	 Altogether,	
these	 experiments	 suggest	 the	 possibility	 of	 a	 new	 short	 form	 for	
IKKg/NEMO	 protein	 as	 a	 result	 of	 post-translational	 processing.	
Second,	 two	 cell	 lines,	 MCF-7	 and	 BT-474	 had	 a	 conserved	
expression	of	all	the	key	members	of	the	canonical	pathway	assayed.	
These	 two	 cell	 lines	 were	 relatively	 resistant	 to	 doxorubicin,	 thus	
indirectly	 suggesting	 that	 the	 integrity	 of	 the	 canonical	 pathway	
might	be	related	to	resistance	to	this	agent.	Due	to	these	findings,	we	
focused	our	additional	studies	in	BT-474	breast	cancer	cells.
Figure 4. Effects of NFκB inhibitors on NFκB activity and on doxorubicin effects in BT‑474 cells. (A) Western blot of BT‑474 total protein extracts against 
phosphorylated p65 and IκB‑a proteins. Cells were treated with 15 mM doxorubicin or 10 ng/ml TNFa (positive control) for 4 h. b‑actin was used to check 
protein loading. In both cases, NFκB is activated. (B) Western blot of BT‑474 cells treated with BTZ for 90 min, and then exposed to 15 mM doxorubicin or 
10 ng/ml TNFa for 4 h. In both cases, pre‑incubation with BTZ decreased p65 phosphorylation compared with controls. (C) Western blot of BT‑474 cells 
treated with NBD‑inhibitory peptide for 90 min, and then exposed to 15 mM doxorubicin or 10 ng/ml TNFa for 4 h. Pre‑incubation with NBD‑inhibitory 
peptide before adding doxorubicin or TNFa decreased p65 phosphorylation compared with controls. (D) BT‑474 cells were treated with 15 mM doxorubicin 
combined or not with two different NFκB inhibitors: 10 mM NBD‑inhibitory peptide, and 1 mM BTZ for 48 h. Results were revealed by MTS assay and con‑
firmed twice more. The cytotoxicity of doxorubicin in combination with either BTZ or NBD‑inhibitory peptide was enhanced in a 30% and 40% respectively.
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tion	 and	 therefore	 abrogates	 p65	 nuclear	 translocation.	 However,	
BTZ	affects	many	other	key	intracellular	proteins	and	therefore	the	
effects	 on	NFκB	 are	 not	 the	 sole	mechanism	 of	 antitumor	 action	
of	 this	 agent.	 In	 a	 previous	 study	we	 also	 found	 that	MCF-7	 and	
BT-474	cells	were	the	most	resistant	to	BTZ.18	We	also	investigated	






support	 to	 the	 hypothesis	 of	 the	 NFκB	 pathway	 as	 involved	 in	
tumor	 resistance	 to	 doxorubicin,	 and	 pointed	 to	 a	 key	 role	 of	 the	
canonical	 pathway	 in	 this	 effect.	We	 cannot	 rule	 out	 that	 effects	





We	 next	 performed	 small	 interfer-
ence	 RNA	 experiments	 in	HeLa	 cells	 to	
explore	 the	 role	 of	 individual	 members	
on	 doxorubicin	 response.	We	 confirmed	
that	doxorubicin	induced	IκB-a	degrada-
tion	 and	 p65	 phosphorylation,	 together	
with	nuclear	translocation	of	NFκB	subu-
nits	 (p65,	 c-Rel,	 RelB,	 p50,	 p52	 and	
p105).	 siRNA	assays	 against	 the	 selected	
NFκB	proteins	 -p65,	p52,	c-Rel-	as	well	
as	 with	 IKKg/NEMO,	 increased	 about	




participate	 in	 the	 alternative	 pathway,	
while	p52/p65	or	p52/c-Rel	heterodimers	
are	 controlled	 by	 IκB	 inhibitors	 and	
finally	 activated	 by	 the	 IKK	 complex	
in	 the	 canonical	 pathway.	 In	 contrast,	
silencing	 RelB,	 which	 participates	 selec-
tively	 in	 the	 alternative	 NFκB	 pathway,	
had	 only	 minor	 effects	 on	 doxorubicin	
cytotoxicity.	 Preliminary	 experiments	






of	 the	classical	 IKKNFκB	pathway	was	sufficient	 to	 increase	doxo-
rubicin	antitumor	effects.	The	work	presented	here	reveals	diversity	
in	 expression	 of	 individual	 members	 of	 the	 IKK/NFκB	 pathway	
among	 different	 human	 breast	 cancer	 cell	 lines.	 This	 observation	
raises	 additional	 support	 to	 the	 need	 of	 further	 functional	 studies	
as	well	as	assays	in	tumor	samples	from	patients.	From	a	functional	
perspective,	inhibition	of	the	canonical	NFκB	pathway	was	sufficient	
to	 increase	 the	cytotoxicity	of	doxorubicin	 in	 two	different	human	
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Figure 5. Doxorubicin induction of NFκB in HeLa cells. (A) Western blot from HeLa total extracts against 
P‑p65 and IκB‑a proteins. Cells were treated with 15 mM docorubicin or 10 ng/ml TNF‑a (positive con‑
trol) for 4 h. To check protein loading we used a‑tubulin. Results show p65 activation after the treatment. 
(B) HeLa nuclear extracts treated as in (A) were analyzed by Western blot with antibodies against p65, 
c‑Rel, RelB, p50/p100, and p52 proteins. All assayed proteins translocated to the nucleus in response to 
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